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Saccharomyces cerevisiae je kvasovka, zelo pomembna v industriji in znanosti. Izolacija te 
kvasovke iz naravnih okolij je bolj redka in nekaj časa je celo prevladovala domneva, da je S. 
cerevisiae udomačena kvasovka, ki je tekom udomačitve izgubila naravno ekološko nišo. 
Čeprav so jo velikokrat izolirali iz sadja, vinskih kleti ali mošta, so predvidevali, da so ti sevi 
le »ušli« iz človekovega okolja. Vendar pa so na podlagi določanja nukleotidnega zaporedja 
celotnih genomov kvasovke ugotovili, da so naravni sevi genetsko oddaljeni od »udomačenih« 
sevov. Ta genetska raznovrstnost sevov se odraža tudi na fenotipskem nivoju in jasno je, da je 
človek selekcioniral seve, ki imajo določene fenotipske prilagoditve za določen tip 
fermentacijskega pridelka (Almeida in sod., 2015). Kljub temu so naravni habitati S. 
cerevisiae in njenih sestrskih vrst večinoma nepoznani, zato so Jure Piškur in sodelavci z 
Univerze v Novi Gorici v letu 2013 pridobili 1301 vzorcev različnih substratov iz vinogradov 
in habitatov ob vinogradih, večinoma iz hrastovih dreves, v Vipavski dolini. Vrsto S. 
cerevisiae so izolirali v selektivnih pogojih ter jo identificirali na podlagi restrikcijske analize 
ITS. Poleg tega so seve kvantitativno fenotipsko okarakterizirali pod 32 okoljskimi pritiski, ki 
so najpogosteje prisotni med fermentacijo mošta (Dashko, 2015). Za ohranitev tega 
genetskega potenciala kvasovk bomo v našem delu izbrali metodo trajnega shranjevanja pri –
80 °C. Pri shranjevanju bomo tudi ocenili stopnjo preživetja različnih vrst kvasovk, tako v 
čistih kot v mešanih kulturah, kot so sicer prisotne med spontanimi fermentacijami živilskih 
izdelkov. 
 
1.1 CILJI IN DELOVNE HIPOTEZE 
 
Cilji raziskovanja: 
 Ohranitev genetskega potenciala kvasovk rodu Saccharomyces cerevisiae. 
 Genetska tipizacija na osnovi hipervariabilnih mikrosatelitskih regij. 
 
Delovne hipoteze: 
 S trajnim shranjevanjem kvasovk ohranimo njihov genetski potencial in povečamo 
zbirko sevov Saccharomyces cerevisiae iz Slovenije. 
 Sevi iz naravnih okolij so genetsko drugačni od sevov iz človeškega okolja. 
 Genetsko skupino seva lahko povežemo z mestom vzorčenja. 
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Arheološke najdbe in biomolekularni dokazi kažejo na to, da so riževo vino proizvajali že 
7000 let pred našim štetjem (pr. n. št.) na Kitajskem. Na neolitičnih nahajališčih v severni 
Grčiji so našli grozdne peške in kožice, kar bi lahko kazalo na to, da je bilo vino takrat že 
prisotno v Sredozemlju. V Egiptu pa so odkrili lončeno posodo izpred 3000 let pr. n. št. in z 
molekularnimi metodami odkrili prisotnost kvasovke Saccharomyces cerevisiae (Almeida in 
sod., 2014). 
 
Tehnologija vina, kot jo poznamo danes, se je pričela leta 1896, ko je Müller-Thurgau v vino 
inokuliral izbrane seve kvasovk kot čisto kulturo. Ta dogodek predstavlja pričetek raziskav na 
področju izboljšav vinskih kvasovk z namenom boljše prilagoditve na pogoje fermentacije: 
nizek pH, osmotski pritisk, visoke koncentracije sladkorjev na začetku fermentacije in visoke 
koncentracije etanola na koncu fermentacije (Verspohl in sod., 2017). Starterske kulture so 
pomembne, ker omogočajo nadzorovane in zanesljive fermentacijske procese in s tem 
povečajo kakovost vina. Uporaba starterskih kultur je v uporabo prišla po letu 1970, 
najpomembnejši organizem je bila in še vedno je S. cerevisiae (Marsit in Dequin, 2015). 
 
Divje in udomačene populacije S. cerevisiae soobstajajo po celem svetu, vendar nezmožnost 
popolnega vzorčenja divjih populacij onemogoča identifikacijo bližnjih divjih sorodnikov 
udomačenih vrst. Saké in vino veljata za proizvoda fermentacije udomačenih vinskih kvasovk. 
Razkritje njihovih bližnjih sorodnikov bi pripomoglo k lažjemu razumevanju genetskih 
prilagoditev udomačenih fenotipov. Različne študije podpirajo idejo, da naj bi bilo naravno 
okolje kvasovke S. cerevisiae lubje in zemlja okrog hrastovih dreves severne poloble 
(Almeida in sod., 2014). 
 
Sevi iz naravnih okolij so genetsko bolj variabilni kot sevi, ki se uporabljajo v vinarstvu. Za 
vinarske seve rečemo, da so udomačeni, to pa predvsem zaradi njihovih lastnosti, kot na 
primer odpornost na povečano koncentracijo bakra in žvepla, ki se ju uporablja v vinogradih 
in v tehnologiji vina (Fay in Benavides, 2005; Dashko in sod., 2016). V vinogradništvu je 
potrebno omeniti tudi žuželke, za katere grozdne jagode pomenijo vir hrane, sami pa so 
potencialni vektorji prenosa (Dashko in sod., 2016). 
 
Večino rodov in vrst vinskih kvasovk najdemo v moštu. Tiste, ki so zaslužne za dokončanje 
procesa fermentacije, so kvasovke rodu Saccharomyces. Najpogostejša vrsta je S. cerevisiae, 
so pa še druge manj pogoste, kot na primer Saccharomyces bayanus, ki jo najdemo predvsem 
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pri procesu varjenja piva, kjer je bila tudi prvič izolirana, ali Saccharomyces uvarum, ki jo 
uporabljajo za hladno fermentacijo pri pridelavi penečih vin in proizvodnjo jabolčnika, 
izolirali pa so jo v hladnejših predelih Evrope. Naslednja vrsta je Saccharomyces paradoxus, 
ki je sicer izolirana izključno iz naravnih habitatov in je verjetno le naključno prisotna vrsta 
pri proizvodnji vina, kjer so jo izolirali na Hrvaškem (Redzepovic in sod., 2002). 
Saccharomyces pastorianus je delni alotetraploidni hibrid vrst S. cerevisiae in S. eubayanus in 
je odgovorna za proizvodnjo piva spodnjega vrenja oziroma ležaka. V rod Saccharomyces 
sodijo tudi druge vrste, prisotne večinoma v naravnih habitatih, ki jih redko izolirajo, to so 
Saccharomyces cariocanus, ki je bila izolirana v Braziliji, Saccharomyces mikatae in 
Saccharomyces kudriavzevii pa so izolirali na Japonskem (González in sod., 2006).  
 
Fermentacija vina je posebno okolje, stresno predvsem zaradi visoke osmolarnosti, visokih 
koncentracij sladkorjev, žveplovih spojin, anaerobioze, nizke vrednosti pH, pomanjkanja 
hranil – predvsem dušika, maščobnih kislin in vitaminov, in predvsem prisotnosti relativno 
visokih koncentracij etanola. Ko kvasovke preidejo v stacionarno fazo rasti, je že porabljenih 
večina sladkorjev, zato njihova metabolna aktivnost upade, vendar pa je stopnja živosti še 
vedno visoka. Najbolj zaželena lastnost kvasovk vinske fermentacije je hitra pretvorba 
sladkorjev v etanol in CO2, da sprostijo ustrezno aromo monoterpenov in tiolov grozdja in 
preprečijo nastanek neželenih produktov. Z razgradnjo sladkorjev, aminokislin in maščobnih 
kislin nastanejo glicerol, karboksilne kisline, aldehidi, višji alkoholi, estri, karbonilne in 
žveplove ter druge spojine (Marsit in Dequin, 2015).  
 
Fermentacija mošta lahko poteka spontano zaradi prisotnosti mikroorganizmov na površini 
grozdne jagode. V moštu so dokazali prisotnost do 40 različnih vrst kvasovk, njihovo število 
pa tekom fermentacije upada zaradi sprememb medija, saj pride do nizkih koncentracij kisika, 
visoke koncentracije SO2 in etanola. Tudi v procesu spontane fermentacije prevlada S. 
cerevisiae, ki je odgovorna za pretvorbo sladkorjev v etanol in CO2. Tudi ko imajo kvasovke 
na razpolago več različnih sladkorjev, v začetni fazi najprej porabijo glukozo, v pozni pa 
fruktozo. Fruktoza je namreč pomembna, da fermentacija poteče čim bolj enakomerno vse do 
konca (Marsit in Dequin, 2015).  
 
V naravnih habitatih so vrste rodu Saccharomyces primarno izolirali iz gozdnatih področij, 
predvsem iz hrastovega lubja, listov in zemlje okoli hrastovih in drugih dreves. Vendar 
znanstveniki še ne morejo z gotovostjo trditi, da so gozdnata področja njihov primarni habitat 
ali le eden mnogih habitatov (Dashko in sod., 2016). 
 
S. cerevisiae je kvasovka, ki se je do sedaj izkazala kot najbolj uspešna pri fermentaciji vina, 
ker lahko preživi v okolju z visoko koncentracijo sladkorja in etanola (Verspohl in sod., 2017). 
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Večina izoliranih sevov S. cerevisiae iz okolja je diploidnih. Vinski izolati so navadno 
homotalični in proizvajajo haploidne spore, ki lahko spremenijo paritveni tip, kar privede do 
lastne diploidizacije. Spolno razmnoževanje in križanje ozko sorodnih vrst je redko, vendar 
zelo pomembna lastnost življenjskega cikla rodu Saccharomyces (Marsit in Dequin, 2015). V 
primerjavi z drugimi kvasovkami se kvasovke rodu Saccharomyces dobro znajdejo v procesih 
z anaerobno fermentacijo in v prisotnosti velikih koncentracij sladkorjev, ki jih pretvorijo v 
etanol, na katerega visoke koncentracije so tudi dobro prilagojene (Fay in Benavides, 2005).  
 
Kvasovke uporabljajo različne mehanizme, da se lahko prilagodijo na različne pogoje v 
okolju. Manjše nukleotidne spremembe kot so insercije, delecije in substitucije nukleotidov, so 
gonilo evolucije, omogočajo različne prilagoditvene odzive na stresno okolje, posledica teh 
sprememb je spremenjen genetski zapis in posledično tudi protein. Kromosomske spremembe 
so večje v primerih kjer gre za podvojevanje, translokacijo ali anevploidijo kromosomov 
(Marsit in Dequin, 2015). 
 
V okoljih, ki so zelo bogata s sladkorjem, kot na primer grozdni sok, kvasovke rodu 
Saccharomyces fermentirajo substrat, tudi če je na voljo kisik za fermentacijo. Temu procesu 
rečemo »Crabtree efekt«, ki predstavlja dve potencialni prednosti za organizem. Prva prednost 
je ta, da omogoča hitrejšo rast organizma in produkcijo etanola, ki onemogoči rast drugih 
mikroorganizmov zaradi svoje toksičnosti. Druga prednost je, da lahko etanol porabijo kasneje 
v procesu aerobne respiracije (Kowallik in sod., 2015).  
 
Populacije kvasovk so se pričele oblikovati pred več kot 200 milijoni let. Takrat naj bi 
pridobile zmožnost fermentacije in produkcije etanola v anaerobnih razmerah. Določene 
populacije kvasovk, katerih pot vodi v razvoj kvasovke S. cerevisiae, so razvile sposobnost, da 
zatrejo respiratorni metabolizem in pričnejo kopičiti etanol, gre za strategijo »naredi-kopiči-
porabi«. Vrsti kvasovk Kluyveromices lactis in Candida albicans pa sta ponovno pridobili 
respiratorni metabolizem (Piškur in sod., 2006). 
 
Naravna niša kvasovke S. cerevisiae in njena vloga v naravnem ekosistemu do sedaj še nista 
dobro poznani, zato določitev izvora udomačenih vinskih kvasovk še vedno predstavlja izziv 
za znanstvenike. Do danes še niso identificirali njihovih bližnjih sorodnikov. Almeida in sod. 
(2015) so vzorčili hrastove gozdove v Evropi, ker na podlagi mikrosatelitskih zaporedij in 
predhodnih študij predvidevajo, da so ti sevi njihovi najbližji sorodniki. V času 8000 let pr. n. 
št. naj bi bil naravni habitat kvasovke S. cerevisiae omejen na gozdove. Sevi naj bi se iz 
Kitajske širili na Japonsko, v Sredozemlje in Severno Ameriko. Na Kitajskem so našli 
ogromno naravnih izolatov kvasovke S. cerevisiae, kar kaže na možen izvor te vrste kvasovke 
(Liti, 2015). V Sredozemlju so kvasovke pričeli uporabljati v vinarstvu in tako so postale 
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udomačene in kot take so jih po svetu širili ljudje. Do cepitve predniške populacije na 
udomačeno je prišlo v obdobju med 1300 in 10300 leti pr. n. št, kar se ujema z začetki 
proizvodnje vina v letu 7000 pr. n. št.. Vinski sevi so v procesu horizontalnega genskega 
prenosa od drugih gliv pridobili gene, ki vplivajo na kakovost vina, na primer, ko je kvasovka 
pridobila gen za transport oligopeptidov, ki dobro vpliva na rast kvasovk v moštu. Takšne 
genske regije, ki so pomembne pri fermentaciji, so pogosto prisotne pri vinskih sevih, zelo 
redko pa so izolirane iz hrastovih sevov. Močen selekcijski pritisk na udomačene populacije je 
privedel do izgube genetske raznolikosti (Eberlein in sod., 2015).  
 
Thompson in sod. (2005) so rekonstruirali izvorni Saccharomyces gen za alkohol-
dehidrogenazo (ADHA). To so naredili s pomočjo primerjalne sekvenčne analize in genetike. 
Ustvarili so oblike ADH genov, domnevne predstavnike starodavnih intermediatov encima in 
proučevali njihovo kinetiko in parametre specifičnosti substrata. Enajst od dvanajst 
rekonstrukturiranih encimov ima funkcijo, da lahko pretvori acetaldehid do etanola, kar je tudi 
lastnost recentnega encima Adh1. Produkt gena ADHA je bil prvotno namenjen proizvajanju in 
ne porabi etanola. Thompson in sod. (2005) so s pomočjo molekularne analize dognali, da se 
je sinteza novih ADH encimov pričela pred manj kot 80 milijoni let, na primer ko je prišlo do 
ločitve Kluyveromyces lactis in S. cerevisiae na dve različni veji. Pred 100 milijoni let je 
kvasovka S. cerevisiae podvojila svoj genom. Z analizo podvojenih genov so odkrili genske 
pare, ki sodelujejo pri metabolizmu etanola. S podvojitvijo genoma in sposobnostjo 
fermentacije glukoze ter kopičenja etanola tudi v prisotnosti kisika se je pričela razvijati 
strategija »naredi-kopiči-porabi« (Piškur in sod., 2006). 
 
2.2 PREDSTAVNIKI RODU Saccharomyces 
 
Kompleks vrst Saccharomyces sensu stricto sestavlja vsaj sedem različnih vrst. Del kompleksa 
vrst so kvasovke, ki so industrijsko zelo pomembne. Pri tem je potrebno izpostaviti 
Saccharomyces cerevisiae. Drug del predstavljajo kvasovke, ki so prisotne zgolj na določenih 
geografskih predelih. Skupne lastnosti rodu so kratek generacijski čas in krajši genom, ki ga 
uporabljajo pri evolucijski in funkcijski genomiki (Borneman in Pretorius, 2015).  
 
Vse vrste rodu Saccharomyces imajo zelo podobno morfologijo in enako število kromosomov, 
le-teh je šestnajst. Med seboj jih lahko ločimo na podlagi nukleotidnih zaporedij ITS regij in 
26S rDNK D1/D2 domene (Naseeb in sod., 2017). 
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2.2.1 Saccharomyces cerevisiae 
 
S. cerevisiae je najbolj pomembna kvasovka rodu, kajti že tekom celotne zgodovine človeka jo 
povezujejo s peko kruha, varjenjem piva in vinarstvom. Je eden najbolje proučenih 
organizmov in modelni organizem, pomemben za razumevanje delovanja evkariontskih celic. 
Prav tako je prvi evkariontski organizem s celotnim znanim nukleotidnim zaporedjem 
genoma. Genomski podatki kažejo na kompleksno populacijsko strukturo, ki jo delijo na čiste 
populacije in mozaične seve, kjer pride do križanja čistih populacij. Vir genetske 
raznovrstnosti vrste so predvsem subtelomerne regije. Veliko število subtelomernih ponovitev 
je pomembno za vključevanje, podvojevanje in izgubo genomskih segmentov (Borneman in 
Pretorius, 2015). 
 
Veliko znanstvenikov smatra S. cerevisiae za udomačen mikroorganizem, ki ga je človek 
spreminjal za namen fermentacij za proizvodnjo alkohola in pri procesu vzhajanja kruha. 
Navadno jih ne najdemo v naravnem okolju, če pa že, se divje populacije S. cerevisiae 
nahajajo v gozdovih zmernega podnebja, kjer ni prisotnega človeškega vpliva. Tudi 
proučevanje S. cerevisiae v divjini ni tako preprosto, zaradi morebitne povezanosti z 
udomačenimi izolati. Vrsta S. cerevisiae naj bi v naravi obstajala, še preden so jo uporabili v 
procesu fermentacije (Sampaio in Gonçalves, 2008; Kowallik in sod., 2015). Predniki naj bi jo 
sprva uporabljali za pridelavo vina in piva. Ker gre v obeh primerih za spontano fermentacijo, 
inokulum ni potreben (Fay in Benavides, 2005).  
 
2.2.2 Saccharomyces paradoxus  
 
S. paradoxus je najbližji sorodnik S. cerevisiae. Fenotipsko je ti vrsti skoraj nemogoče 
razločiti. Imata enak profil asimilacije in fermentacije organskih snovi, kar kaže na to, da sta 
se razvili v enakih okoljih. S. paradoxus ni udomačena vrsta, prav tako je ne najdemo v 
fermentacijskih procesih. Občutljiva je na baker, žveplo in nizek pH. Ker vrsta ni udomačena, 
je pomembna za študije – odkrivanja novosti o vrsti in primerjalne študije s S. cerevisiae 
zaradi njune sorodnosti (Kowallik in sod., 2015; Dashko in sod., 2016). 
 
Predstavnike ima v Ameriki in Evraziji. Evropski in azijski sevi so znotraj velike skupine 
ločeni na subpopulacije. Stopnja nukleotidne raznolikosti med sevi subpopulacij je večja kot 
pri S. cerevisiae, kar je verjetno posledica številčnejšega križanja med sevi kot pri S. 
cerevisiae (Borneman in Pretorius, 2015). 
 
Njihovo življenjsko okolje naj bi bila hrastova drevesa, uspešno so jih izolirali tudi iz 
macesnovih, bukovih in smrekovih dreves. Vendar pa je njihova koncentracija na drevesih 
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zelo nizka. Površina hrasta je s hranili zelo revno območje, kajti tam ni prisotnih enostavnih 
sladkorjev, ki jih kvasovka potrebuje za rast. Predvidevajo, da drugi mikroorganizmi na 
drevesu razgradijo celulozo do enostavnih sladkorjev, te pa S. paradoxus lahko uporabi. Eden 
teh mikroorganizmov, ki zagotavlja hranila, je bakterija rodu Mucilaginibacter, ki proizvaja 
večje količine ekstracelularnega matriksa, ki je poln glukoze, galaktoze, ramnoze in manoze. 
Prisotni so tudi njeni antagonisti, kot na primer bakterije rodu Pseudomonas, ki s proizvodnjo 
toksina kvasovko ubijejo (Kowallik in sod., 2015). 
 
2.2.3 Saccharomyces uvarum 
 
Ta vrsta sodi v skupino Saccharomyces sensu stricto in velja za najbolj oddaljenega sorodnika 
S. cerevisiae znotraj rodu. Naumov (2000) je S. uvarum razvrstil kot podvrsto Saccharomyces 
bayanus, iz česar izhajata dve podvrsti, S. bayanus var. bayanus in S. bayanus var. uvarum. 
Vendar jo večina znanstvenikov smatra kot samostojno vrsto, ločeno od S. bayanus, zaradi 
različnih genetskih in fizioloških lastnosti (Verspohl in sod., 2017). Sevi, ki so jih izolirali iz 
narave, predstavljajo biološko vrsto, kar pomeni, da vsebujejo zelo malo genetskega materiala 
drugih Saccharomyces vrst. Vpleteni so v industrijske procese, kjer jih uporabljajo za 
fermentacije pri nizkih temperaturah (Borneman in Pretorius, 2015).  
 
S. uvarum fermentira različne alkoholne pijače, kot so vino, pivo in jabolčnik. Zmožna je 
fermentacije pri nizkih temperaturah in lahko proizvede velike koncentracije glicerola, kar je 
pri proizvodnji vina zaželeno. V primerjavi s S. cerevisiae proizvede manjše količine vinske 
kisline in etanola, zato se uporablja pri fermentaciji vin z manjšo vsebnostjo alkohola, 
proizvede pa več glicerola in jantarne kisline. Bolj je odporna na visok osmotski pritisk in 
lahko metabolizira melibiozo, kar so pred razvojem molekularnih tehnik uporabljali za 
določanje njene identitete. Proizvede lahko tudi stabilno jabolčno kislino in hlapne 
komponente, kot so feniletanol in njegovi acetati, ter hlapne tiole (Almeida in sod., 2014; 
Verspohl in sod., 2017). 
 
Lahko raste pri visokih koncentracijah sladkorja, žvepla, bakra in glicerola. Rast na glicerolu 
je pomemben pokazatelj funkcionalnosti mitohondrijev, ki je merilo, ali vrsto lahko 
namnožimo v velikih količinah in jo uporabimo kot startersko kulturo za industrijsko 
proizvodnjo. V primerjavi s S. cerevisiae fermentira počasi in proizvaja etanol v manjših 
koncentracijah (Verspohl in sod., 2017). 
 
Uporabljajo jo pri fermentaciji vin kot so Tokaj iz Madžarske, Amarone iz Italije, Txakoli iz 
Španije in mnogih vin iz Francije. Uporabljajo jo lahko tudi pri fermentaciji jabolčnega vina, 
ki poteka pri nižjih temperaturah (Almeida in sod., 2014). 
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2.2.4 Saccharomyces mikatae 
 
Do danes so izolirali le nekaj sevov te vrste. Od objavljenih jih je vseh štirinajst izoliranih iz 
Japonske, kjer je bila vrsta tudi prvič izolirana (Borneman in Pretorius, 2015).  
 
2.2.5 Saccharomyces arboricolus 
 
Do sedaj je poznano zgolj eno nukleotidno zaporedje celotnega genoma te vrste, zato o 
raznovrstnosti te vrste ne moremo govoriti. Ko so vrsto genetsko primerjali s S. cerevisiae, so 
ugotovili, da ima S. arboricolus vrstno specifične spremembe na IV in XIII kromosomu 
(Borneman in Pretorius, 2015).  
 
2.2.6 Saccharomyces kudriavzevii 
 
To vrsto so prvič izolirali na Japonskem iz razgrajajočih se listov. Najdemo jo tudi v Evropi, 
kjer je bila izolirana iz hrastovega lubja na Portugalskem. S primerjanjem izolatov z Japonske 
in Evrope so odkrili, da japonski sevi niso zmožni asimilacije galaktoze, ker imajo 
degenerirano metabolno pot za galaktozo, medtem ko je ta pri evropskih sevih popolnoma 
funkcionalna. Je kriotolerantna vrsta (Borneman in Pretorius, 2015). 
 
2.2.7 Saccharomyces eubayanus 
 
Predvidevajo, da naj bi bila ta vrsta v Evropo uvožena iz Patagonije. V Ameriki so odkrili dve 
populaciji te kvasovke, ki sta pomembni pri nastanjanju hibridnih populacij (Borneman in 
Pretorius, 2015). Nedavno so jo našli tudi na Novi Zelandiji (Naseeb in sod., 2017). Z 
okoljskimi raziskavami so njihov obstoj dokazali tudi na različnih področjih Kitajske. S 
filogenetskimi analizami so odkrili, da so azijske subpopulacije drugačne od ameriških sevov.  
Domnevajo, da naj bi se vrsta S. eubayanus prvotno pojavila kot kontaminanta pri procesu 
varjenja piva. Zaradi zmožnosti preživetja pri nižjih temperaturah je prerasla naravne ale 
kvasovke pri procesu varjenja piva (Gibson in Liti, 2015). 
 
2.2.8 Saccharomyces jurei 
 
Kvasovka S. jurei je bila nedavno izolirana iz hrastovega lubja in okoliške prsti na nadmorski 
višini 1000 m v Franciji. Raste lahko pri 30 °C, ne pa pri 37 °C tako kot S. cerevisiae. 
Poimenovali so jo v spomin na raziskovalca in profesorja Jureta Piškurja (Naseeb in sod., 
2017).  
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Proces medvrstne hibridizacije in hibridizacije med populacijami ima potencial za nastanek 
različnih variacij sevov (Peris in sod., 2014).  
 
Medvrstni hibridi imajo določene prednosti, ker so bolj odporni proti stresnim dejavnikom 
fermentacije kot njihove starševske vrste. S. kudriavzevii in S. uvarum sta bolj odporna na 
nizke temperature, S. cerevisiae pa na visoke koncentracije etanola. Hibridi teh vrst bi bili zato 
lahko odporni na nižje temperature in visoke koncentracijo etanola. Hibrid S. cerevisiae in S. 
kudriavzevii je opisan kot dober producent estrov in visokih koncentracij alkohola, proizvede 
tudi večjo količino tiolov (Marsit in Dequin, 2015). 
 
Pri vrstah Saccharomyces je prišlo do medvrstne hibridizacije, ki lahko predstavljajo prednost 
novemu organizmu. Ta mehanizem je pomemben, ker omogoča genetsko fleksibilnost, 
omogoči nastanek novih kombinacij genov, kar lahko predstavlja prednost nove vrste in 
spodbuja prilagoditvene spremembe, kar je pomembno predvsem v industriji. Vendar to ni 
zelo pogost pojav, ga pa večkrat najdemo v naravnih okoljih (González in sod., 2006; Marsit 
in Dequin, 2015). Nastali so tudi mozaični sevi s procesi introgresije, horizontalnega prenosa 
genov in intragenske rekombinacije (Peris in sod., 2014). 
 
Hibridi so bili do sedaj izolirani zgolj iz vinogradniških in pivovarskih okolij (Dashko in sod., 
 2016).  
 
2.2.9.1 Saccharomyces pastorianus 
 
Najbolj znan primer hibridne vrste je S. pastorianus, ki je delni alotetraploid, hibrid s štirimi 
seti kromosomov haploidnega organizma, med vrstama S. cerevisiae in S. eubayanus 
(González in sod., 2006; Marsit in Dequin, 2015). Nastal je z medvrstno hibridizacijo 
(Borneman in Pretorius, 2015). Sev uporabljajo pri proizvodnji piva spodnjega vrenja (Dashko 
in sod., 2016). 
 
2.2.9.2 Saccharomyces bayanus 
 
Sevi S. bayanus so visoko rekombinantni medvrstni hibridi, ki imajo genetski material 
pridobljen iz S. uvarum, S. eubayanus in S. cerevisiae. Lahko fermentira maltozo in 
maltotriozo. Do sedaj še niso izolirali sevov iz naravnega okolja, temveč zgolj iz pivovarskega 
okolja (Borneman in Pretorius, 2015; Nguyen in sod., 2011). 
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2.2.9.3 Drugi hibridi 
 
Druge Saccharomyces hibride, izolirane iz naravnih in drugih okolij, so odkrili s pomočjo 
elektroforetskih kariotipov in hibridizacijskih vzorcev subtelomernih in transpozonskih 
ponovitev (González in sod., 2006).  
 
Z vzorčenjem vina in jabolčnika so odkrili hibride med S. cerevisiae in S. uvarum ter S. 
cerevisiae, S. kudriavzevii in S. uvarum (Marsit in Dequin, 2015). Ti hibridi se uporabljajo pri 
pridelavi vina, kjer fermentacija poteka pri nižjih temperaturah, ker gre za kriofilni vrsti 
(Dashko in sod., 2016). 
 
2.2.9.4 Identifikacija hibridov 
 
Za identifikacijo hibridov so razvili vrstno specifičen začetni oligonukleotid za hitro 
identifikacijo. Hibridi imajo gen FSY1, ki ima zapis za fruktoza/H
+
 simporter kvasovke S. 
eubayanus. Ta gen je primeren za identifikacijo hibridov, ker ga niso našli v monogenomskih 
Saccharomyces izolatih. Začetni oligonukleotid se imenuje Seub F3/R2, dolg je 228 baznih 
parov (bp). Seub F3/R2 je ustrezno specifičen in občutljiv za zaznavo FSY1 kvasovke S. 
eubayanus. Gen FSY1 imata vrsti S. eubayanus in S. uvarum in vsi hibridi z njunim genskim 
zapisom. Ta gen ni esencialen za življenje kvasovke, kar lahko privede do zaznave lažno 
negativnih rezultatov, ker kvasovka ta gen lahko izgubi. Kvasovke, predvsem tiste v 
pivovarski in vinarski industriji, lahko ta gen pridobijo v procesu horizontalnega prenosa, 
vendar je to zelo redko (Pangelly in sod., 2013).  
 
2.3 NARAVEN HABITAT KVASOVK RODU Saccharomyces: VINOGRADI ALI 
HRASTOVI GOZDOVI 
 
Sevi, izolirani iz hrasta in vinogradniški izolati se med seboj razlikujejo genetsko in 
fenotipsko, ker so oboji prilagojeni na svojo nišo (Clowers in sod., 2015).  
 
Vinski sevi so dobro prilagojeni na življenje v vinogradih, na vinarske procese in stres, ki so 
ga deležni v tem okolju. Da bi prikazali vinogradniške pogoje, so kvasovke gojili v grozdnem 
soku, kjer so preživele le vinogradniške kvasovke, izolati s hrasta pa niso preživeli (Clowers in 
sod., 2015). 
 
Hrastovi sevi so se prilagodili na drugačne stresne razmere kot jih najdemo v vinogradu. 
Vsekakor lahko rečemo, da v tem okolju ne bomo našli visokih koncentracij sladkorja in 
drugih hranil, tako kot v vinogradu v času zorenja grozdja. Uspešno lahko rastejo pri nižji 
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koncentraciji sladkorja in na nefermentabilnem viru sladkorja. Predvidevajo, da naj bi imeli 
hrastovi sevi posebno prilagojeni celično steno in celično membrano, da lahko preživijo v 
prisotnosti stresnih dejavnikov kot so Kongo rdeče, etanol, detergent natrijev dodecil sulfat 
(SDS) in vročina. Te razlike so pomembne, ker tako različni sevi lahko obdržijo svojo 
ekološko nišo. Seveda lahko najdemo tudi vinogradniške seve v niši hrastovih sevov ali 
obratno, vendar »domači« prebivalci niše prevladajo, kajti okolje »obiskovalcem« ne omogoča 
ustreznih pogojev za namnožitev (Clowers in sod., 2015). 
 
2.4 FERMENTACIJSKI PROCESI 
 
Osnovna fiziološka karakteristika kvasovk, ki so vpletene v proces pridelave vina in varjenja 
piva, je razgradnja ogljikovih hidratov. Navadno gre za molekule s šestimi ogljikovimi atomi, 
kot je glukoza, ki razpade na dve molekuli s tremi ogljikovimi atomi (piruvat) v procesu 
glikolize. Z dekarboksilacijo piruvata pride do nastanka etanola in CO2 (Dashko in sod., 2014).  
 
Učinek »Crabtree« predstavlja izjemno prednost, kajti fermentacija glukoze v etanol lahko 
poteka v prisotnosti kisika (Hittinger in sod., 2015). Pri »Crabtree« pozitivnih kvasovkah 
povečana koncentracija glukoze zunaj celice omogoča njeno neomejeno porabo, ki je omejena 
z difuzijo. Kvasovka vrši proces aerobne fermentacije. Pri »Crabtree« negativnih kvasovkah je 
vstop glukoze omejen s H
+
 simportnim sistemom, ki preprečuje pojav potratne strategije, kjer 
celice za proizvodnjo ATP namesto energetsko ugodne respiracije uporabljajo proces 
fermentacije, kljub prisotnosti kisika (Van Urk in sod., 1989). 
 
»Crabtree« pozitivne kvasovke pridobivajo energijo za rast s procesom glikolize in 
fermentacijo. Ko kvasovke porabijo glukozo in tvorijo etanol, pride do spremembe 
metabolizma, kajti fermentacijski produkt – etanol postane substrat, ki ga kvasovka v 
prisotnosti kisika asimilira. Ta sprememba v rasti se imenuje diavksični preskok (Piškur in 
sod., 2006). Ta strategija kvasovke »naredi-akumuliraj-konzumiraj« privede do nižje 
produkcije biomase, ker se sladkor pretvori v etanol. Tak primer je kvasovka S. cerevisiae, ki 
fermentira sladkor do etanola v prisotnosti kisika. To je zanjo velika prednost, ker tolerira 
relativno visoke koncentracije etanola, kar za večino mikroorganizmov ne velja in je zanje 
primerljivo visoka koncentracija etanola toksična. Ko S. cerevisiae preko produkcije etanola 
uniči druge mikroorganizme, prične porabljati etanol (Dashko in sod., 2014). 
 
Za procese v celici so odgovorni encimi in transkripcijski faktorji. Med fermentacijo kvasovke 
reoksidirajo molekulo NADH, kar naredijo z redukcijo acetaldehida v etanol. V primeru 
prisotnosti kisika se etanol pretvori nazaj v acetaldehid. Ta proces omogoča encim alkohol 
dehidrogenaza (Adh). Adh lahko deluje v obe smeri, lahko pretvori acetaldehid v etanol in 
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obratno. Adh kodirata dva poglavitna gena, ADH1, ki se stalno izraža in ADH2, ki se izrazi ob 
upadu koncentracije sladkorja (Piškur in sod., 2006). 
 
V primeru anaerobnega procesa naj bi zadostna količina ATP nastala tekom glikolize, NADH 
pa se tekom glikolize reoksidira, kar kvasovki omogoča normalno rast. Zaradi odsotnosti 
kisika Krebsov cikel, kjer poteka sinteza nujnih intermediatov, ni aktiven. Vendar pa te 
intermediate celice potrebujejo za rast in razmnoževanje, ki jo omogočajo modificirane 
metabolne poti. Še vedno pa kvasovke vseh potrebnih molekul, kot na primer nenasičenih 
maščobnih kislin in sterolov, ne morejo sintetizirati anaerobno. Le-te morajo pridobiti iz 




Razvoj molekularne biologije je privedel do odkritja genetskih razlik med sevi. 
Mikrosatelitska zaporedja so preproste nukleotidne ponovitve DNK, sestavljene iz kratkih 
ponovitvenih motivov. Navadno gre za od ene do šest baz, ki se razlikujejo v številu 
ponovitev. Mikrosatelitska zaporedja so prisotna v prokariontskih, evkariontskih in virusnih 
genomih. Mikrosatelite se uporablja kot genetske označevalce v raznih študijah genetskega 
mapiranja in v populacijski genetiki. Za mikrosatelite je zelo pomembno, da so polimorfni. 
Velik polimorfizem dosežejo na račun insercij in delecij, ki nastanejo predvsem zaradi 
napačnega vnosa nukleotidov pri podvojevanju. Legras in sod. (2005) so jih razvrstili kot 
malo, relativno in zelo polimorfne. Malo polimorfni naj bi bili tisti, pri katerih pride do treh ali 
manj različnih dolžin mikrosatelita, pri relativno polimorfnih dobijo od štiri do šest različnih 
dolžin, zelo polimorfni pa so tisti z več kot šestimi različnimi dolžinami. Za zelo polimorfne 
veljajo ScAAT1, ScYOR267c, YPL009c, C11, C5, C6, C4 in C8 (Legras in sod., 2005; 
Guillamón in Barrio, 2017). Mikrosatelitski polimorfizmi so uporabni za ločevanje sevov, 
uporablja se jih za genetske analize kvasovk in za določanje heterozigotnosti in ploidije. 
Nukleotidno zaporedje, ki obdaja ponovitveno regijo, je ohranjeno, kar omogoča začetnim 
oligonukleotidom prileganje v okolici ponovitvenih regij. Razlika v dolžini PCR produktov je 
prikazana kot polimorfizem števila ponovitev. Za določanje le-teh uporabimo visoko 
ločljivostno elektroforezo s fluorescentnim detektorjem (Guillamón in Barrio, 2017).  
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3 MATERIAL IN METODE 
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3.2.1 Laboratorijski material in oprema 
 
V laboratoriju je bil tekom raziskave uporabljen naslednji laboratorijski material: 
 halja 
 rokavice 
 petrijeve plošče 
 plastične cepilne zanke 
 plastične drigalski spatule 
 krioepruvete 
 mililitrska mikrotitrska plošča (deep well plošča) 
 mikrotitrske plošče 
 nastavki za pipete 
 pipete (Eppendorf, Gilson) 
 PCR mikrocentrifugirke 
 mikrocentrifugirke (1,5 mL in 2 mL) 
 stojala za mikrocentrifugirke 
 pinceta 
 izolirne posode za led 
 čaše 
 plastični lončki z navojem 
 laboratorijske steklenice 
 merilni valj 
 kovinske žlice 
 plastične epruvete z zamaškom 
 nosilec za agarozni gel in glavnički 
 Bürker-Türkova števna plošča 
 
V laboratoriju je bila tekom raziskave uporabljena naslednja laboratorijska oprema: 
 avtoklav (Sutjeska) 
 elektroforetska banjica (BioRad) 
 generator za elektroforezo (BioRad) 
 naprava za PCR (BioRad) 
 mikrovalovna pečica 
 računalnik 
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 centrifuge 
 vodna kopel 
 tehtnica (Exacta, Mono BIOC) 
 termoblok (Eppendorf) 
 zamrzovalne skrinje 
 hladilniki 
 inkubator (Kambič) 





Preglednica 1: Sevi z ZIM številkami, izolatom in krajem izolacije. 
Sev ZIM številka Izolat Kraj izolacije 
Sporidiobolus pararoseus 611 grozdna jagoda Rebule Goriška Brda v Sloveniji 
Saccharomyces cerevisiae 1927 mošt Malvazije 
primorski vinorodni 
okoliš 
Pseudozyma prolifica 630 grozdna jagoda Rebule Goriška Brda v Sloveniji 
Dekkera bruxellensis 701 
mošt Rebule pri spontani 
fermentaciji 
Goriška Brda v Sloveniji 
Metschnikowia pulcherrima 621 
grozdna jagoda Rebule, brez 
fungicidov 
Goriška Brda v Sloveniji 
Rhodotorula glutinis 615 
grozdna jagoda Rebule, brez 
fungicidov 
Goriška Brda v Sloveniji 
Sevi vipavskih vinogradov različne različni različni 
 
3.2.3 Mikrobiološka gojišča 
 
 Agar YPD 
Za pripravo 1 L gojišča YPD (angl. Yeast Peptone Dextrose agar) potrebujemo 50 g YPD 
(Sigma) in 20 g bakteriološkega agarja. Osnovo raztopimo v 1 L destilirane vode. Mešanico 
steriliziramo v avtoklavu pri tlaku 1,1 bar in pri 121 °C 15 minut. Pred razlitjem v Petrijeve 
plošče agar ohladimo v vodni kopeli. 
 
 Tekoče YPD gojišče 
Za pripravo 1 L tekočega gojišča YPD potrebujemo 50 g YPD (Sigma), ki ga raztopimo v 1 L 
destilirane vode in avtoklaviramo pri tlaku 1,1 bar in pri 121 °C 15 minut. 
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 Tekoče YPD gojišče s kloramfenikolom 
Za pripravo 1 L tekočega YPD gojišča potrebujemo 50 g YPD (Sigma), ki ga raztopimo v 1 L 
destilirane vode in avtoklaviramo pri tlaku 1,1 bar in pri 121 °C 15 minut. Pustimo, da se malo 
ohladi in dodamo kloramfenikol v etanolu s končno koncentracijo 1 g/L. 
 
3.2.4 Pufri in raztopine 
 
 Fosfatni pufer kot fiziološka raztopina 
Za pripravo 1 L fosfatnega pufra natehtamo 80 g NaCl, 2 g KCl, 7,4 g Na2HPO4 x H2O in 2,4 
g KH2PO4. Osnovo raztopimo v 1 L destilirane vode in umerimo pH na 7,4. Po sterilizaciji z 
avtoklavom, fosfatni pufer shranimo v hladilnik. 
 
 50 x pufer TAE 
Za pripravo 1 L 50 x TAE pufra (angl. Tris-acetate-EDTA buffer), natehtamo 242 g Tris baze 
in 37,2 g Na2EDTA x 2 H2O. Nato dodamo še 57,1 mL ocetne kisline in destilirano vodo do 






 70 % etanol 
 destilirana voda (Milipore) 
 voda PCR (Sigma) 
 pufri PCR 
 restrikcijski pufri 
 MgCl2 
 dNTP 
 agaroza (Sigma) 
 6 x nanašalni pufer (Thermo Scientific) 
 Označevalec dolžin DNA GeneRulerTM 100 bp lestvica DNK (Thermo Scientific) 
 Označevalec dolžin DNA GeneRulerTM Mix (Thermo Scientific) 
 etidijev bromid 
 barvilo za gele SYBR® Safe DNK Gel Strain (Thermo Scientific) 
 Qiagen Multiplex PCR Master Mix 
 10x defosforilacijski pufer SAP 
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3.2.6 Začetni oligonukleotidi za določanje nukleotidnega zaporedja 
 
Preglednica 2: Nukleotidno zaporedje začetnih oligonukleotidov. 
Začetni oligonukleotidi Oligonukleotidno zaporedje (5` - 3`) 
ITS1 TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 
ITS4 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 
NL-4 GGT CCG TGT TTC AAG ACG G 
GTG GTG GTG GTG GTG GTG 
 
Preglednica 3: Mikrosatelitni lokusi, začetni oligonukleotidi, njihova koncentracija, barva, ponovitve, aleli in 
velikostni razredi (Legras in sod., 2005). 
























































0,3 mM HEX TGT 52 264-438 
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Nadaljevanje preglednice 3    






























































0,1 mM FAM CTT 37 227-350 
 
3.2.7 Encimi in komercialni kompleti 
 
Uporabljeni encimi: 
 Taq polimeraza DNK (Promega) 
 restrikcijski encimi: HaeIII in HinfI 
 eksonukleaza I 
 alkalna fosfataza 
Uporabljeni komercialni kompleti: 
 za izolacijo DNK kvasovk, MasterPure Yeast DNK Purification Kit (Epicentre) 
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3.3 METODE DELA 
 
3.3.1 Določanje stopnje preživetja kvasovk po shranjevanju pri –80 °C 
 
V erlenmajerice s 300 mL tekočega YPD gojišča smo nacepili seve Sporidiobolus pararoseus, 
Saccharomyces cerevisiae, Pseudozyma prolifica, Dekkera bruxellensis, Metschnikowia 
pulcherrima in Rhodotorula glutinis in jih dali stresat v stresalnik na 28 °C, 5 dni. Nato smo 
odpipetirali 30 mL kulture v centrifugirko in centrifugirali 5 minut pri 3000 obratih/minuto. 
Supernatant smo odlili in v centrifugirko dodali 30 mL 1x PBS, resuspendirali in mešali na 
vibracijskem mešalniku. Nato smo v epice odpipetirali 500 μL resuspendiranega gojišča, 
dodali 500 μL metilenskega modrila in tako obarvali celice. Nato smo preverili koncentracijo 
celic s pomočjo Bürker-Türkove števne plošče, mikroskopa in računalniških programov LAS 
in ImageJ. Vzorce smo ustrezno redčili, da so imeli vsi enako koncentracijo. Pripravili smo 
tudi epruveto z mešano kulturo, kamor smo dodali vse vrste kvasovk v enakih koncentracijah. 
Kvasovke smo odpipetirali v krioepruvete z gojiščem YPD in 15 % glicerolom in fiziološko 
raztopino (FR) s 15 % glicerolom in jih shranili na –80 °C, da smo jih uporabili za naslednja 
vzorčenja čez 1 in 4 mesece. 
 
Nato smo pripravili epruvete, eno serijo s tekočim YPD gojiščem in drugo serijo s FR. Kulture 
smo ustrezno redčili do koncentracije 10
5 
celic/mL v erlenmajerici. Naredili smo 3 ponovitve 
za vsako vrsto in gojišče. Nacepljena gojišča smo inkubirali 7 dni pri 28 °C. Plošče smo 
pregledali in jih analizirali z računalniškim programom Quantity One. Naslednje meritve smo 
naredili z dvema ponovitvama za obe gojišči.  
 














N Število mikroorganizmov v vzorcu (CFU/mL, CFU/g) 
∑C Vsota vseh kolonij na števnih ploščah 
n1 Število petrijevk-gojišč pri prvi razredčitvi vzorca 
n2 Število petrijevk-gojišč pri drugi razredčitvi vzorca 
R Prva razredčitev vzorca, pri kateri smo prešteli kolonije 
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Izračun stopnje preživetja: 
 







∗ 100                                                   …(2) 
 
3.3.2 Identifikacija kvasovk 
 
3.3.2.1 Izolacija genomske DNK 
 
Izolacijo DNK smo izvedli s pomočjo kompleta Master Pure Yeast DNK Purification Kit. V 
epico smo dodali 300 μL »Yeast Cell Lysis Solution« in 1 μL RNaze A (5 μg/μL). S pomočjo 
cepilne zanke smo prenesli 1 kolonijo, oziroma s pomočjo pipete 10 μL vzorca in celice 
resuspendirali s pomočjo vibracijskega mešalnika. Sledila je 15-minutna inkubacija v 
termobloku pri 65 °C in nato 5-minutna na ledu. Za precipitacijo proteinov smo dodali 150 μL 
»MPC Protein Precipitation Reagent« in mešali s pomočjo vibracijskega mešalnika 10 sekund. 
Sledilo je 10-minutno centrifugiranje pri 10.000 obratih/minuto (v primeru izolacije v 
mililitrski mikrotitrski plošči 10 minut centrifugiramo pri 3.000 obr/min). Po končanem 
centrifugiranju smo supernatant prenesli v novo epico (mililitrsko mikrotitrsko ploščo), s 
čimer smo odstranili ostanke celic. Dodali smo 500 μL izopropanola (pri mililitrski 
mikrotitrski plošči uporabimo 100 μL). Vsebino smo premešali z obračanjem epice 
(nagibanjem mililitrske mikrotitrske plošče), nato je sledilo centrifugiranje pri 10.000 
obratih/minuto (v primeru izolacije v mililitrski mikrotitrski plošči 10 minutno centrifugiranje 
pri 3.000 obr/min). Supernatant smo zavrgli in pelet sprali s 500 μL 70 % etanola (pri 
mililitrski mikrotitrski plošči uporabimo 100 μL). Ponovno smo centrifugirali pri 10.000 
obratih/minuto (v primeru izolacije v mililitrski mikrotitrski plošči 10 minutno centrifugiranje 
pri 3.000 obr/min). Pazljivo smo odstranili supernatant, pelet – pridobljeno DNK pa 
resuspendirali v 35 μL TE pufra (pri mililitrski mikrotitrski plošči smo uporabili 10 μL). 
 
3.3.2.2 Pomnoževanje regije ITS  
 
Pomnoževanje DNK smo izvedli po protokolu (White in sod., 1990). Pri klasičnem 
pomnoževanju DNK smo uporabili 2 μL DNK organizma, 1,6 μL dNTP, 8,7 μL PCR vode, 4 
μL PCR pufra, 1 μL začetnih oligonukleotidov (ITS1, IT4 in NL-4), 1,6 μL MgCl2 in 0,1 μL 
Taq polimeraze. Uporabljali smo predvsem začetna oligonukleotida ITS1 in NL-4, da smo 
zajeli ITS regijo in domeno D1/D2 26S podenote rDNK. 
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Preglednica 4: Program pomnoževanja regije ITS. 
Temperatura Čas Število ciklov 
95 °C 4,5 min 1 
95 °C 30 s 
 55,5 °C 30 s 35 
72 °C 1 min 
 72 °C 7 min 
 4 °C ∞ 1 
 
Vse reagente z DNK smo po protokolu zmešali skupaj, prepipetirali v ploščico PCR in 
nastavili ustrezen program na PCR aparaturi ter aktivirali podvojevanje DNK. 
 
3.3.2.2 Pomnoževanje regij (GTG)5x 
 
Za pomnoževanje odsekov DNK, ki so obdani z (GTG)5x mikrosatelitskim zaporedjem, smo 
uporabili 1 μL DNK, 2 μL PCR pufra, 0,8 μL MgCl2, 0,8 μL dNTP, 0,5 μL (GTG)5x začetnega 
oligonukleotida, 4,8 μL PCR vode in 0,1 μL Taq polimeraze. Program pomnoževanja zapisan 
v Preglednici 4. 
 
Vse reagente z DNK smo po protokolu zmešali skupaj, prepipetirali v ploščico PCR in 
nastavili ustrezen program na PCR aparaturi ter aktivirali podvojevanje DNK. 
 
3.3.2.3 Gelska elektroforeza 
 
Z gelsko elektroforezo smo preverjali prisotnost in velikost pomnožkov PCR. Najprej smo 
pripravili gel, za kar smo morali natehtati ustrezno količino agaroze (1,5 % ali 2,5 %) in jo 
raztopiti v 1x TAE pufru. Preden smo razlili mešanico v nosilec z glavnički, smo ji dodali 
ustrezen volumen SYBR® Safe DNK Gel Strain barvila. Počakali smo, da se je gel strdil, 
odstranili glavničke in postavili v elektroforezno banjico. Pred nanosom smo pripravili 
nanašalno mešanico, 1 μL PCR vzorca, 3 μL PCR vode in 1,5 μL 6x nanašalnega pufra. V 
prvo in zadnjo luknjico smo vnesli 2,5 μL velikostnega standarda, v druge pa po 5 μL PCR 
mešanice. Elektroforeza je potekala v 1x TAE pufru, 15 minut pri napetosti 120 V pri srednji 
velikosti gela in 180 V pri velikem gelu in pri toku 400 mA. Po končani elektroforezi smo gele 
fotografirali.  
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3.3.2.4 Restrikcija regije ITS 
 
Za restrikcijo regije ITS smo uporabili encima HinfI in HaeIII, ki ločita med vrstama 
Saccharomyces cerevisiae in S. paradoxus. Najprej smo pripravili mešanico, ki vsebuje pufer, 
ki pripada posameznemu encimu, encim in PCR vodo. Mešanico smo dodali pomnožku DNK 
in inkubirali 1,5 ure na 37 °C v inkubatorju. Po končani inkubaciji smo naredili elektroforezo 
in pregledali produkte. 
 
3.3.2.5 Obdelava elektroforetskih slik in nukleotidnih zaporedij 
 
Slike gelov smo analizirali s programom BioNumerics 7.5. V program smo naložili slike 
gelov, ki smo jih normalizirali na podlagi 100 bp lestvice, določili lise in jih povezali z 
ustrezno številko izolata (ZIM številka). Nukleotidna DNK zaporedja smo nato vnesli v 
algoritem BLAST in preverili zadetke. 
 
3.3.3 Analiza mikrosatelitnih lokusov 
 
3.3.3.1 Izolacija DNK 
 
Glej poglavje 3.3.2.1. Izolacija genomske DNK. 
 
3.3.3.2 Pomnoževanje DNK 
 
Za pomnoževanje mikrosatelitov smo izvedli multipleks PCR. Za izvedbo smo uporabili 1 μL 
DNK organizma, 5 μL Quiagen Multipleks PCR Master Mix, 1 μL primerja (mix1 in mix2) 
(Preglednica 3) in 8 μL PCR vode. 
 
Preglednica 5: Program pomnoževanja mikrosatelitov. 
Temperatura Čas Število ciklov 
95 °C  15 min 1 
94 °C  30 s   
54 °C  90 s 25-40 
72 °C  1 min   
60 °C  30 min   
4 °C  ∞ 1 
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3.3.3.3 Elektroforeza mikrosatelitnih pomnožkov 
 
Lokuse mikrosatelitnih pomnožkov smo preverili na 2,5 % agaroznem gelu. Pripravili smo vse 
potrebno za gelsko elektroforezo, glej poglavje 3.3.2.3 Gelska elektroforeza, s to razliko, da je 
sama elektroforeza trajala 20 minut zaradi gostejšega gela. Izvedli smo tudi encimsko čiščenje 
pomnožkov z mešanico ExoI SAP, te smo nato poslali v podjetje Macrogen, kjer so določili 
nukleotidna zaporedja. 
 
3.3.3.4 Encimsko čiščenje produktov pomnožkov PCR 
 
Pomnožke PCR smo encimsko očistili z mešanico ExoI SAP, ki smo jo pripravili iz 150 μL 
alkalne fosfataze, 30 μL 10x SAP defosforilacijskega pufra in 7,5 μL eksonukleaze I. 
Encimsko čiščenje je potekalo v napravi PCR v treh korakih: 
1. Degradacija nevezavnih dNTP in začetnih oligonukleotidov pri 37 °C, 45 minut. 
2. Inaktivacija encimov pri 80 °C, 20 minut. 
3. Ohlajanje reakcije pri 4 °C. 
 
Po končanem programu čiščenja smo PCR produktu dodali 5 μL univerzalnih začetnih 
oligonukleotidov ITS1 in NL-4. 
 
3.3.3.5 Obdelava podatkov mikrosatelitov 
 
S pomočjo programa BioNumerics 7.5 smo elektroferograme povezali z ustreznim 
mikrosatelitnim zaporedjem. Podatke smo obdelali z metodo MLVA.  
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4.1 STOPNJA PREŽIVETJA KVASOVK MED KRIOPREZERVACIJO PRI –80 °C 
 
Preverili smo, kakšna je stopnja preživetja kvasovk shranjenih pri –80 °C v različnih časovnih 
obdobjih. Pri tem smo uporabili vrste kvasovk, ki so se med seboj morfološko razlikovale, da 
smo jih na trdnih gojiščih lažje razlikovali. To je bilo pomembno predvsem pri mešanih 
kulturah, kjer smo seve zmešali skupaj v enakih deležih. 
 
4.1.1 Stopnja preživetja izbranih sevov kvasovk izoliranih iz grozdne jagode in mošta 
 
Izbrali smo seve vrst kvasovk, ki so v različnih razmerjih prisotni na grozdnih jagodah. Ti sevi 
so bili izolirani iz grozdja ali mošta sorte Rebula (Čadež in sod., 2010). Primerjali smo stopnjo 
preživetja askomicetnih in bazidiomicetnih kvasovk. Askomicetne kvasovke so Dekkera 
bruxellensis, Saccharomyces cerevisiae in Metschnikowia pulcherrima, bazidiomicetne 
kvasovke pa so Rhodotorula glutinis, Sporidiobolus pararoseus in Pseudozyma prolifica. 
Kvasovki R. glutinis in S. pararoseus imata rdeč pigment, druge niso pigmentirane. 
 
Na Slikah 2 in 3 je prikazan padec živosti koncentracije (log CFU/mL) različnih vrst kvasovk 
med shranjevanjem pri –80 °C v fiziološki raztopini, FR (Slika 2) ali v tekočem gojišču, YPD 
(Slika 3) z dodatkom 15 % (v/v) glicerola. Iz slik lahko razberemo, da je stopnja preživetja 
vseh sevov, v obdobju štirih mesecev shranjevanja, upadla. Lahko vidimo, da seva S. 
pararoseus ZIM 611 in P. prolifica ZIM 630, ki sta bila shranjena v FR s krioprotektantom 
nista rasla in po enem mesecu rasti je bila stopnja preživetja S. pararoseus ZIM 611 le še 8 %, 
medtem ko seva P. prolifica ZIM 630 nismo mogli revitalizirati. Na drugi strani je imela 
največjo stopnjo preživetja kvasovka R. glutinis ZIM 615, in sicer 95 % po enem mesecu 
shranjevanja in 29 % po štirih mesecih shranjevanja pri –80 °C (Slika 4, a). V gojišču YPD z 
dodanim krioprotektantom je imela najmanjšo stopnjo preživetja P. prolifica ZIM 630, po 
enem mesecu shranjevanja je bila le-ta 15 %, po štirih mesecih pa je ravno tako nismo mogli 
revitalizirati. Po enem mesecu shranjevanja je imela najvišjo stopnjo preživetja (69 %) R. 
glutinis ZIM 615, po štirih mesecih shranjevanja so imele vse kvasovke zelo podobno stopnjo 
preživetja, najvišjo (17 %) je imela S. pararoseus ZIM 611, najnižjo pa že omenjena P. 
prolifica ZIM 630 (Slika 4, b). Glede na rezultate lahko vidimo, da je stopnja preživetja v 
obeh medijih padla. Najbolj odstopa sev R. glutinis ZIM 615, ki ima očitno boljšo stopnjo 
preživetja v FR. Po enem mesecu shranjevanja je imel sev D. bruxellensis ZIM 701, boljšo 
stopnjo preživetja v FR, po štirih mesecih shranjevanja pa je bilo preživetje boljše v gojišču 
YPD. Vsi drugi sevi so imeli boljšo stopnjo preživetja v gojišču YPD. 
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Slika 2: Koncentracija (log CFU/mL) posameznih vrst kvasovk po različnih časovnih obdobjih shranjevanja pri –
80 °C s standardnim odklonom v FR s krioprotektantom. Sevi s pripadajočimi ZIM številkami: a) D. bruxellensis 
ZIM 701, b) S. cerevisiae ZIM 1927, c) M. pulcherrima ZIM 621, d) R. glutinis ZIM 615, e) S. pararoseus ZIM 
611 in f) P. prolifica ZIM 630. 
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Slika 3: Koncentracija (log CFU/mL) posameznih vrst kvasovk v različnih časovnih obdobjih shranjevanja pri –
80 °C, s standardnim odklonom v gojišču YPD s krioprotektantom. Sevi s pripadajočimi ZIM številkami: a) D. 
bruxellensis ZIM 701, b) S. cerevisiae ZIM 1927, c) M. pulcherrima ZIM 621, d) R. glutinis ZIM 615, e) S. 
pararoseus ZIM 611 in f) P. prolifica ZIM 630. 
 
Preglednica 6: Stopnja preživetja (%) po shranjevanju v FR in gojišču YPD s 15 % (v/v) glicerolom pri –80 °C za 
posamezne seve: D. bruxellensis ZIM 701, S. cerevisiae ZIM 1927, M. pulcherrima ZIM 621, R. glutinis ZIM 
615, S. pararoseus ZIM 611 in P. prolifica ZIM 630. 
  FR  YPD  
 Sev  
Čas (mesec) Čas (mesec) 
0 1 4 0 1 4 
ZIM 701 100 % 66 % 11 % 100 % 38 % 13 % 
ZIM 1927 100 % 38 % 12 % 100 % 41 % 12 % 
ZIM 621 100 % 42 % 10 % 100 % 59 % 11 % 
ZIM 615 100 % 95 % 29 % 100 % 69 % 15 % 
ZIM 611 100 % 8 % 7 % 100 % 37 % 17 % 
ZIM 630 100 % 0 % 0 % 100 % 15 % 0 % 
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Slika 4: Eno- in štirimesečne stopnje preživetja (%) različnih vrst kvasovk v a) FR, in b) gojišču YPD. Sevi z 
ZIM številkami: D. bruxellensis ZIM 701, S. cerevisiae ZIM 1927, M. pulcherrima ZIM 621, R. glutinis ZIM 
615, S. pararoseus ZIM 611 in P. prolifica ZIM 630. 
 
Slika 4 prikazuje stopnjo preživetja (%) v obdobju štirih mesecev za posamezen sev v FR in 
gojišču YPD. Nakloni krivulj jasno prikazujejo strm padec živosti že po enem mesecu 
shranjevanja pri –80°C, ki je nato v štirih mesecih shranjevanja v povprečju padla s 30-40 % 
na 10-20 % pri večini preiskovanih vrst kvasovk. Predvidevamo, da se je kasneje preživetvena 
stopnja ustalila pri slednjih vrednostih. 
 
4.1.2 Stopnja preživetja mešanice sevov različnih vrst kvasovk izoliranih iz grozdne 
jagode in mošta 
 
V nadaljevanju smo seve Dekkera bruxellensis ZIM 701, Saccharomyces cerevisiae ZIM 
1927, Metschnikowia pulcherrima ZIM 621, Rhodotorula glutinis ZIM 615, Sporidiobolus 
pararoseus ZIM 611 in Pseudozyma prolifica ZIM 630 v enakih deležih medsebojno 
pomešali. Mešanico sevov smo shranili pri –80 °C z dodatkom 15 % (v/v) glicerola in 
spremljali stopnjo preživetja pred shranjevanjem pri –80 °C, po enem mesecu shranjevanja pri 
–80 °C in po štirih mesecih shranjevanja pri –80 °C. Želeli smo ugotoviti, ali se stopnja 
preživetja kvasovk spremeni v mešani kulturi in kako se ohranjajo deleži posameznih vrst 
kvasovk. 
 
Na Slikah 5 in 6 so prikazane spremembe v koncentracijah (log CFU/mL) posameznih vrst 
kvasovk v mešanici v odvisnosti od časa, v FR in gojišču YPD in podatki o stopnji preživetja 
(%) v obdobju štirih mesecev mešanice sevov v FR in gojišču YPD (Slika 7, a in b). Primerjali 
smo stopnjo preživetja v različnih medijih in sicer v gojišču YPD in v FR. V obeh primerih je 
bil kot krioprotektant dodan 15 % (v/v) glicerol. V FR je imel po štirih mesecih največji delež 
preživelosti v mešanici sev S. cerevisiae ZIM 1927. Po štirih mesecih sta imela seva P. 
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prolifica ZIM 630 in S. pararoseus ZIM 611 najmanjša deleža v mešanici, prvi 2 %, drugega 
nismo mogli revitalizirati. V gojišču YPD je imel po štirih mesecih v mešani kulturi največji 
delež (38 %) sev D. bruxellensis ZIM 701, najmanjša deleža pa sta imela seva P. prolifica 
ZIM 630 in S. pararoseus ZIM 611, prvega nismo mogli revitalizirati, drugi pa je imel 2 %-ni 
delež. 
 
Poskus je potekal v treh neodvisnih ponovitvah, kar pomeni, da smo pripravili tri ločene sete 
krioepruvet in jih shranili pri –80 °C, nato smo za vsako nacepljanje plošč uporabili drug set 
shranjenih krioepruvet s sevi. Zato smo lahko izračunali statistično zanesljivost dobljenih 
rezultatov s t-testom, s 95 %-nim intervalom zaupanja. Rezultati, ki so označeni z zvezdico 
(*), so bili statistično značilni, kar pomeni da je p-vrednost ≤ 0,05. To pomeni, da so razlike 
pred in po enem oz. štirimesečnem shranjevanju pri –80 °C statistično značilne in 
najverjetneje niso posledica variabilnosti med biološkimi ponovitvami. Statistično značilne 
razlike v preživetju so bile pri S. cerevisiae ZIM 1927, v FR po enem mesecu shranjevanja pri 
–80 °C, M. pulcherrima ZIM 621, v FR in gojišču YPD po štirih mesecih shranjevanja pri –80 
°C, R. glutinis ZIM 615, v gojišču YPD po enem in štirih mesecih shranjevanja pri –80 °C in 
pri S. pararoseus ZIM 611 v obeh gojiščih po enem mesecu shranjevanja pri –80 °C (Slika 5). 
 
 
Slika 5: Koncentracija kvasovk (log CFU/mL) v mešani kulturi po različnih obdobjih shranjevanja pri –80 °C v 
FR s krioprotektantom. V mešani kulturi so sevi z številkami ZIM: a) D. bruxellensis ZIM 701, b) S. cerevisiae 
ZIM 1927, c) M. pulcherrima ZIM 621, d) R. glutinis ZIM 615, e) S. pararoseus ZIM 611 in f) P. prolifica ZIM 
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Slika 6: Koncentracija (log CFU/mL) kvasovk v mešani kulturi po različnih obdobjih shranjevanja pri –80 °C s 
standardnim odklonom v gojišču YPD s krioprotektantom. V mešani kulturi so sevi z ZIM številkami: a) D. 
bruxellensis ZIM 701, b) S. cerevisiae ZIM 1927, c) M. pulcherrima ZIM 621, d) R. glutinis ZIM 615, e) S. 
pararoseus ZIM 611 in f) P. prolifica ZIM 630. * statistično značilni podatki 
 
V Preglednici 7 so podani podatki o stopnji preživetja (%) sevov v mešani kulturi v obdobju 
štirih mesecev shranjevanja pri –80 °C v FR in gojišču YPD z dodanim 15 % (v/v) glicerolom. 
 
Preglednica 7: Stopnja preživetja (%) v obdobju štirih mesecev v FR in gojišču YPD s 15 % (v/v) glicerolom za 
mešanico sevov s pripadajočimi ZIM številkami: D. bruxellensis ZIM 701, S. cerevisiae ZIM 1927, M. 
pulcherrima ZIM 621, R. glutinis ZIM 615, S. pararoseus ZIM 611 in P. prolifica ZIM 630.  
  FR  YPD  
 Sev 
Čas (mesec) Čas (mesec) 
0 1 4 0 1 4 
ZIM 701 30 % 18 % 33 % 26 % 16 % 38 % 
ZIM 1927 38 % 40 % 35 % 29 % 11 % 17 % 
ZIM 621 22 % 20 % 21 % 25 % 41 % 31 % 
ZIM 615 1 % 10 % 10 % 0 % 14 % 13 % 
ZIM 611 0 % 10 % 0 % 0 % 5 % 0 % 
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Slika 7: Stopnja preživetja (%) mešane kulture v obdobju štirih mesecev v FR (a), stopnja preživetja (%) mešane 
kulture v obdobju štirih mesecev v gojišču YPD (b). Sevi z ZIM številkami: D. bruxellensis ZIM 701, S. 
cerevisiae ZIM 1927, M. pulcherrima ZIM 621, R. glutinis ZIM 615, S. pararoseus ZIM 611 in P. prolifica ZIM 
630.  
 
Slika 7 prikazuje stopnjo preživetja (%) v obdobju štirih mesecev za mešanico sevov v FR in 
gojišču YPD pri –80 °C. Nakloni krivulj v FR prikazujejo dokaj konstantno rast sevov, ni 
očitnega naraščanja ali upadanja stopnje preživetja, v gojišču YPD je zadeva veliko bolj 
razgibana kar lahko vidimo na Sliki 7 b. Opazimo lahko, da se delež preživetja večine sevov 
po enem mesecu shranjevanja pri –80 °C, giblje med 10-20 %, tako v FR kot v YPD.  
 
4.2 RAZNOVRSTNOST KVASOVK VINORODNEGA OKOLIŠA VIPAVSKA DOLINA 
 
Ozko sorodni vrsti Saccharomyces cerevisiae in Saccharomyces paradoxus se razlikujeta po 
osnovni ekološki niši, saj je S. cerevisiae prisotna predvsem v vinogradih in vinskih kleteh, 
medtem ko S. paradoxus velja za vrsto, ki je prisotna izključno v naravnih habitatih, predvsem 
pod hrastovim lubjem (Sweeney in sod., 2004). Dashko (2015) je v doktorski disertaciji 
primerjala razširjenost in pogostost teh dveh vrst v več kot 1200 vzorcih iz vinogradov 
vinorodnega okoliša Vipavska dolina v Sloveniji. Ugotovila je, da sta obe vrsti prisotni tako v 
gozdovih kot v vinogradih, le da je številčnost vrste S. cerevisiae v primerjavi s S. paradoxus 
manjša v naravnih okoljih. 
 
Namen našega dela je bilo določanje identitete izolatov vzorčenih tekom dela Dashko (2015), 
njihova genotipizacija, ter trajna shranitev v Zbirko industrijskih mikroorganizmov. 
 
Poleg vrst S. cerevisiae in S. paradoxus so iz vinorodnega okoliša Vipavska dolina izolirali 
tudi številne seve vrst Hanseniaspora opuntiae, Hanseniaspora uvarum, Lachancea 
thermotolerans, Pichia kluyveri, Pichia kudriavzevii, Pichia manshurica in Torulaspora 
delbrueckii in posamezne seve vrst Candida californica, Candida carpophila, Candida 
tropicalis, Debaryomyces hansenii, Hanseniaspora osmophila, Kluyveromyces dobzhanskii, 
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Metschnikowia aff. fructicola, Metschnikowia aff. pulcherrima, Meyerozyma caribbica, 
Schwanniomyces polymorphus in Zygosaccharomyces bailii. 
 
Genetsko podobne seve smo združili na podlagi rezultatov PCR-RFLP regije ITS v skupine. 
Predstavnikom skupin smo določili nukleotidno zaporedje regije ITS. Nukleotidna zaporedja 
smo analizirali z algoritmom BLAST, ki je primerjal nukleotidna zaporedja tipskih sevov z 
našimi sevi in prikazal delež sorodnosti, ki smo ga podkrepili še s številom ujemajočih se 
nukleotidov. Primeri vrst, pri katerih je bilo pokazano 100 %-no ujemanje izoliranega seva s 
tipskim sevom, so: Candida californica ZIM 2942, Debaryomyces subglobosus ZIM 2977, 
Hanseniaspora opuntiae ZIM 2972, Hanseniaspora uvarum ZIM 2962, Saccharomyces 
cerevisiae ZIM 2776, 2867, 2944, 2945 in 3002, Saccharomyces paradoxus ZIM 2779, 2922, 
2924 in 2935, Saccharomyces servazzii ZIM 2988, Torulaspora delbrueckii ZIM 2955, 2968 
in 2970. V naslednjih primerih je bilo ujemanje 99 %, kar pa ne pomeni, da imajo vsi enako 
število ujemajočih nukleotidov. Sevi, ki imajo en neujemajoč nukleotid, so: Hanseniaspora 
uvarum ZIM 2914 in 3129, Pichia kudriavzevii ZIM 2864 in Saccharomyces cerevisiae ZIM 
2767 in 2799. Sevi, ki imajo dva neujemajoča nukleotida, so: Hanseniaspora osmophila ZIM 
2818, Hanseniaspora uvarum ZIM 2946, Pichia kluyveri ZIM 2839 in Torulaspora 
delbrueckii ZIM 2973. Seva, ki imata tri neujemajoče nukleotide, sta Pichia manshurica ZIM 
2823 in 2852. Schwanniomyces polymorphus ZIM 2971 ima pet neujemajočih nukleotidov 
(Preglednica 8). 
 
Preglednica 8: Rezultati pridobljeni s programom BLAST, ki prikazujejo stopnjo podobnosti nukleotidnih 
zaporedij tipskih sevov in število neujemajočih nukleotidov glede na dolžino regije ITS. 




regije ITS (%) 
Identiteta 
2942 Candida californica CBS 989 100 559/559 
2977 Debaryomyces subglobosus JCM 1989 100 482/482 
2972 Hanseniaspora opuntiae CBS 8733 100 428/428 
2818 Hanseniaspora osmophila CBS 313 99 431/433 
2914 Hanseniaspora uvarum CBS 314 99 643/644 
2946 Hanseniaspora uvarum CBS 314 99 337/339 
3129 Hanseniaspora uvarum CBS 314 99 643/644 
2962 Hanseniaspora uvarum CBS 314 100 534/534 
2896 Lachancea thermotolerans CBS 6430 99 628/629 
2839 Pichia kluyveri NRRL Y-11519 99 576/578 
2864 Pichia kudriavzevii NRRL Y-5396 99 563/564 
2823 Pichia manshurica CBS 209 99 584/587 
2852 Pichia manshurica CBS 209 99 677/680 
    Se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 8    




regije ITS (%) 
Identiteta 
2767 Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-12632 99 510/511 
2776 Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-12633 100 539/539 
2799 Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-12632 99 528/529 
2867 Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-12633 100 515/515 
2944 Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-12632 100 533/533 
2945 Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-12632 100 515/515 
3002 Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-12632 100 424/424 
2779 Saccharomyces paradoxus NRRL Y-17217 100 724/724 
2922 Saccharomyces paradoxus NRRL Y-17217 100 724/724 
2924 Saccharomyces paradoxus NRRL Y-17217 100 724/724 
2935 Saccharomyces paradoxus NRRL Y-17217 100 724/724 
2988 Saccharomyces servazzii NRRL Y-12661 100 521/521 
2971 Schwanniomyces polymorphus JCM 3647 99 547/552 
2955 Torulaspora delbrueckii CBS 1146 100 1118/1118 
2968 Torulaspora delbrueckii CBS 1146 100 1172/1172 
2970 Torulaspora delbrueckii CBS 1146 100 1175/1175 
2973 Torulaspora delbrueckii CBS 1146 99 587/589 
 
V nadaljevanju smo sevom ne-Saccharomyces vrst, ki so pripadali določeni skupini PCR-
RFLP regije ITS, določili znotrajvrstno genetsko variabilnosti s tipizacijsko metodo PCR z 
mikrosatelitnim začetnim oligonukleotidom (GTG)5x. 
 
Poleg genotipizacije je Dashko (2015) v doktorski disertaciji določila fenotipske lastnosti 
izoliranih sevov, ki so posledica adaptacije teh sevov na različne ekološke niše in bi bila lahko 
pomembna v vinarstvu ali v drugih biotehnoloških procesih. Za primerjavo je uporabila 
referenčni sev S. cerevisiae AWRI 1631. Fenotipsko variabilnost so ovrednotili s pomočjo 
hierarhičnega združevanja, analiza je temeljila na Pearsonovi korelaciji, podatke so obdelali s 
programom R. Vrednosti je pridobila z izračunom relativne hitrosti glede na normalizirano 
vrednost referenčnega seva. Odkrili so pestre fenotipske profile, ki so za ne-Saccharomyces 
kvasovke opisani v naslednjem poglavju.  
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4.2.1 Raznolikost kvasovk ne-Saccharomyces vrst izoliranih iz vinorodnega okoliša 
Vipavska dolina 
 
4.2.1.1 Hanseniaspora opuntiae 
 
Vrsta je bila izolirana s hrastovega lista iz Manč, ter mošta iz Svetega Martina v Brjah in 
Gverile iz Planine. Glede na fenotipske teste je imela vrsta minimalno rast v primerjavi z 
referenčnim vinskim sevom S. cerevisiae na 10 % (v/v) etanolu in saharozi, ter pri temperaturi 
16 °C (Dashko, 2015). 
 
Identičnost zaporedja vipavskega seva ZIM 2972 v regiji ITS s tipskim sevom je bila 100 % 
(Preglednica 8). 
 
Pomnožek PCR regije ITS smo razrezali z restrikcijskima encimoma HaeIII in HinfI. Pri 
prvem smo pridobili fragmente dolge 800 bp, fragmenti rezani z drugim encimom so bili dolgi 
340 bp (Priloga A).  
 
Slika 8 prikazuje dendrogram genetske podobnosti pomnožkov PCR pomnoženih z 
mikrosatelitskim začetnim ologonukleotidom (GTG)5x za profiliranje sevov Hanseniaspora 
opuntiae. Prikazana sta tudi številka ZIM seva in kraj izolacije. ZIM 2972 in ZIM 3055 sta 




Slika 8: Dendrogram genetske podobnosti sevov Hanseniaspora opuntiae na podlagi vzorca pomnožkov z 
(GTG)5X, ter njihov izvor. 
 
4.2.1.2 Hanseniaspora uvarum 
 
Sevi te vrste so bili izolirani z grozdja, iz zemlje in s hrastovega lubja vinograda v Podragi, z 
grozdja, s hrastovega lubja in iz zemlje pod hrastom iz vinograda v Mančah, iz hrastovega 
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fenotipske teste je imela vrsta minimalno rast v primerjavi z referenčnim vinskim sevom S. 
cerevisiae na 10 % (v/v) etanolu in pri temperaturi 4 °C (Dashko, 2015).  
 
Identičnost zaporedja v regiji ITS med vipavskim sevom ZIM 3129 s tipskim sevom je bila 99 
%, seva sta se razlikovala v enem nukleotidu v 644 bp dolgi regiji ITS. Homologija 
naslednjega seva z številko ZIM 2962, v regiji ITS s tipskim sevom je bila 100 %, sev ZIM 
2914 se je s tipskim sevom ujemal v 99 %, seva sta se razlikovala v enem nukleotidu v 644 bp 
dolgi regiji ITS. Sev ZIM 2946 se je s tipskim sevom ujemal v 99 %, seva sta se razlikovala v 
dveh nukleotidih v 330 bp dolgi regiji ITS (Preglednica 8). 
 
Izolirano DNK smo razrezali z restrikcijskima encimoma HaeIII in HinfI, pri prvem smo 
pridobili fragmente dolge 1000 bp, fragmenti rezani z drugim encimom so bili dolgi 800 bp 
(Priloga A). 
 
Slika 9 prikazuje dendrogram genetske podobnosti pomnožkov PCR z mikrosatelitskim 
začetnim ologonukleotidom (GTG)5x za seve Hanseniaspora uvarum. V tem primeru lahko 
rečemo, da so si bili najbolj podobni naslednji sevi: ZIM 3129 in ZIM 2962 izolirana iz 
vinograda v Podragi in Mančah, seva ZIM 2782 in ZIM 2914, prav tako izolirana iz vinograda 
iz Nanosa in Podrage in seva ZIM 2797 in ZIM 2833, izolirana iz hrasta v vinogradu v Brdih. 
ZIM 3015, izoliran iz hrasta v vinogradu iz Podrage, predstavlja najbolj oddaljeno vejo 
celotnega dendrograma sorodnosti. 
 
 
Slika 9: Dendrogram genetske podobnosti sevov Hanseniaspora uvarum na podlagi vzorca pomnožkov z 
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4.2.1.3 Lachancea thermotolerans 
 
Vrsta je bila izolirana z grozdja in žuželk vinograda v Brdih, z lista trte vinograda v Mančah in 
z grozdja vinograda v Podragi. 
 
Glede na fenotipske teste, je imela vrsta minimalno rast v primerjavi z referenčnim vinskim 
sevom S. cerevisiae na glicerolu, maltozi, saharozi, galaktozi, arabinozi, acetatu in 10 % (v/v) 
etanolu (Dashko, 2015). 
 
Identičnost zaporedja vipavskega seva ZIM 2896, v regiji ITS s tipskim sevom je bila 99 %, 
seva sta se razlikovala v enem nukleotidu v 629 bp dolgi regiji ITS (Preglednica 8). 
 
Pomnoženo regijo ITS smo razrezali z restrikcijskima encimoma HaeIII in HinfI, pri prvem 
smo pridobili fragmente dolge 400 bp, fragmenti rezani z drugim encimom so bili dolgi 300 
bp (Priloga A). 
 
Slika 10 prikazuje dendrogram genetske podobnosti glede na pomnožke PCR z 
mikrosatelitskim začetnim ologonukleotidom (GTG)5x za seve Lachancea thermotolerans. 
Najbolj sorodna sta si bila ZIM 2948 in ZIM 3126, oba izolirana iz vinske trte, vendar iz 
različnih krajev, prvi iz Manč, drugi iz Brd. Najbolj oddaljena veja sorodnosti tega 
dendrograma predstavlja sev ZIM 2905 izoliran iz vinograda v Podragi. 
 
 
Slika 10: Dendrogram genetske podobnosti sevov Lachancea thermotolerans na podlagi vzorca pomnožkov z 
(GTG)5X, ter njihov izvor.  
 
4.2.1.4 Pichia kluyveri 
 
Vrsta je bila izolirana s hrastovega lista, z vinske trte in iz mošta vinograda v Brjah, iz zemlje 
pod hrastom in iz vinarske kleti vinograda v Brdih, iz zemlje pod hrastom vinograda iz 
Dutovelj, s hrastovega lubja vinograda v Mančah iz zemlje pod hrastom iz vinograda v Brdih, 
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Glede na fenotipske teste, je imela vrsta minimalno rast v primerjavi z referenčnim vinskim 
sevom S. cerevisiae na ksilozi, saharozi in na gojišču z žveplom (Dashko, 2015). 
 
Identičnost zaporedja vipavskega seva ZIM 2839, v regiji ITS s tipskim sevom je bilo 99 %, 
seva sta se razlikovala v dveh nukleotidih v 578 bp dolgi regiji (Preglednica 8). 
 
Izolirano DNK smo razrezali z restrikcijskima encimoma HaeIII in HinfI, pri prvem smo 
pridobili fragmente dolge 500 in 900 bp, fragmenti rezani z drugim encimom so bili dolgi 400 
in 800 bp (Priloga A). 
 
Slika 11 prikazuje dendrogram genetske podobnosti glede na pomnožke PCR z 
mikrosatelitskim začetnim ologonukleotidom (GTG)5x za profiliranje sevov Pichia kluyveri. 
Najbolj sorodna sta bila seva ZIM 2790 in ZIM 2826, prvi je bil izoliran iz zemlje pod 
hrastom iz naravnega okolja na Nanosu drugi pa iz lista vinogradniškega hrast iz Brja. 
Naslednja sta ZIM 2830 in ZIM 2832, izolirana iz zemlje pod hrastom v vinogradu v Goriških 
Brdih, vinograda Čarga. Najbolj sorodna sta tudi ZIM 2827 in ZIM 3060, izolirana iz 
vinograda v okolici vasi Brje, vinograda Sveti Martin, prvi iz vinske trte v kleti, drugi iz 
mošta. Najbolj oddaljeno vejo sorodnosti predstavlja sev ZIM 3080, izoliran iz vinske trte v 
vinogradu kraja Manče. 
 
 
Slika 11: Dendrogram sorodnosti sevov Pichia kluyveri na podlagi vzorca pomnožkov (GTG)5X, ter njihov izvor.  
 
4.2.1.5 Pichia kudriavzevii 
 
Vrsta je bila izolirana z želoda, s hrastove vejice, iz zemlje pod hrastom, z vinske trte in s 
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s hrastovega lubja vinograda v Dobravljah in s hrastove vejice, iz zemlje pod hrastom in z 
vinske trte vinograda v Brdih. Glede na fenotipske teste, je imela vrsta minimalno rast v 
primerjavi z referenčnim vinskim sevom S. cerevisiae na saharozi (Dashko, 2015). 
 
Identičnost zaporedja vipavskega seva, z ZIM številko 2864, v regiji ITS s tipskim sevom je 
bila 99 %, seva sta se razlikovala v enem nukleotidu v 564 bp dolgi regiji ITS (Preglednica 8). 
Izolirano DNK smo razrezali z restrikcijskima encimoma HaeIII in HinfI, pri prvem smo 
pridobili fragmente dolge 400 bp, fragmenti rezani z drugim encimom so bili dolgi 200 bp 
(Priloga A). 
 
Slika 12 prikazuje dendrogram genetske podobnosti glede na pomnožke PCR z 
mikrosatelitskim začetnim ologonukleotidom (GTG)5x za profiliranje sevov Pichia 
kudriavzevii. Najbolj sorodni so bili sevi: ZIM 3026 in ZIM 2912, izolirana iz vinograda, ZIM 
2923 in ZIM 2937 izolirana iz hrastovega lista vinograda v Podragi, ZIM 2846 in ZIM 2887 
izolirana iz vinograda, ZIM 2964 in ZIM 3010, ZIM 2873 in ZIM 2886, ZIM 2916 in ZIM 
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4.2.1.6 Pichia manshurica 
 
Vrsta je bila izolirana iz zemlje v vinogradu na Planini, s hrastove vejice in iz zemlje pod 
hrastom iz vinograda v Mančah, iz zemlje pod hrastom, s hrastovega lubja, hrastovega lista, 
hrastovega lubja in iz vinske trte iz vinograda v Podragi, iz zemlje pod hrastom iz vinograda v 
Brjah in z grozdja v vinogradu v Dobravljah. Glede na fenotipske teste, je imela vrsta 
minimalno rast v primerjavi z referenčnim vinskim sevom S. cerevisiae pri temperaturi 16 °C 
(Dashko, 2015). 
 
Identičnost zaporedja vipavskega seva, s številko ZIM 2823, v regiji ITS s tipskim sevom je 
bila 99 %, seva sta se razlikovala v treh nukleotidih v 587 bp dolgi regiji ITS in ujemanje seva 
z ZIM 2852 je bilo 99%, seva sta se prav tako razlikovala v treh nukleotidih v 680 bp dolgi 
regiji ITS (Preglednica 8). 
 
Izolirano DNK smo razrezali z restrikcijskima encimoma HaeIII in HinfI, pri prvem smo 
pridobili fragmente dolge 500 bp, fragmenti rezani z drugim encimom so bili dolgi 400 bp 
(Priloga A). 
 
Slika 13 prikazuje dendrogram genetske podobnosti glede na pomnožke PCR z 
mikrosatelitskim začetnim ologonukleotidom (GTG)5x za profiliranje sevov Pichia 
manshurica. Najbolj sorodni so bili naslednji sevi z ZIM številkami: ZIM 2769 in 2975, 
izolirana iz vinograda iz Planine in Manč, ZIM 2976 in ZIM 3137 izolirana iz zemlje pod 
hrastom v vinogradu Manče, ZIM 3004 in ZIM 3038, ZIM 2985 in ZIM 3008 ter ZIM 2981 in 
ZIM 2986 vsi so bili izolirani iz vinograda v Podragi.  
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Slika 13: Dendrogram sorodnosti sevov Pichia manshurica na podlagi vzorca pomnožkov (GTG)5X, ter njihov 
izvor.  
 
4.2.1.7 Torulaspora delbrueckii 
 
Vrsta je bila izolirana z grozdja, vinske trte in iz vinske kleti vinograda v Brjah, z vinske trte, s 
hrastovega lubja in iz zemlje pod hrastom v vinogradu v Mančah, z grozdja in s hrastovega 
lubja v vinogradu na Planini, s hrastovega lubja iz vinograda v Podragi, iz zemlje v vinski kleti 
vinograda v Brdih in z vinske trte v vinogradu v Dutovljah. Glede na fenotipske teste, je imela 
vrsta minimalno rast v primerjavi z referenčnim vinskim sevom S. cerevisiae na gojišču s 
fungicidi, arabinozo, maltozo in 10 % (v/v) etanolu (Dashko, 2015). 
 
Identičnost zaporedja vipavskih sevov, z ZIM številko 2970, 2968 in 2955 so se v regiji ITS 
skupaj z D1/D2 regijo 26S rDNK, s tipskim sevom je bila 100 %. Sev z ZIM številko 2973 se 
je s tipskim sevom ujemal v 99 %, seva sta se razlikovala v dveh nukleotidih v 589 bp dolgi 
regiji ITS (Preglednica 8). 
 
Izolirano DNK smo razrezali z restrikcijskima encimoma HaeIII in HinfI, pri prvem smo 
pridobili fragmente dolge 900 bp, fragmenti rezani z drugim encimom so bili dolgi 900 bp 
(Priloga A). 
 
Slika 14 prikazuje dendrogram genetske podobnosti glede na pomnožke PCR z 
mikrosatelitskim začetnim ologonukleotidom (GTG)5x za profiliranje sevov Torulaspora 
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in Brjah, ZIM 2743 in ZIM 2749 izolirana iz vinograda v Brjah, ZIM 2770 in ZIM 2812, 
izolirana iz vinograda na Planini in iz Brd, ZIM 3035 in ZIM 2968 izolirana iz vinograda na 
Planini in iz Manč in ZIM 2955 in ZIM 2756 izolirana iz vinograda iz Manč in Dutovelj. 
 
 
Slika 14: Dendrogram sorodnosti sevov Torulaspora delbrueckii na podlagi vzorca pomnožkov (GTG)5X, ter 
njihov izvor.  
 
4.2.2 Izvor vrst rodu Saccharomyces izoliranih iz vinorodnega okoliša Vipavska dolina 
 
Najprej smo vrsti Saccharomyces cerevisiae in Saccharomyces paradoxus ločili na podlagi 
PCR-RFLP regije ITS, nato smo te ugotovitve primerjali s številom ponovitev mikrosatelitskih 
zaporedij dvanajstih alelov (Legras in sod., 2005). Na Sliki 15 je 159 sevov vrste S. cerevisiae, 
izolirani iz naravnih in vinogradniških okolij in predstavljajo največji krog na sliki in 45 sevov 
vrste S. paradoxus, prav tako izolirani iz naravnih in vinogradniških okolij in predstavljajo 
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Slika 15: Minimalno vpeto drevo (Minimal Spanning Tree), pridobljeno na podlagi razlik v številu ponovitev 
mikrosatelitskih zaporedij. Razdalja med krogi prikazuje genetsko sorodnost med sevi. Največji krog predstavlja 
seve vrste Saccharomyces cerevisiae, manjši krog pa seve vrste Saccharomyces paradoxus. Barve se razlikujejo 





Jerovšek I. Ohranitev genetskega potenciala kvasovk Primorskega vinorodnega okoliša in njihova genetska tipizacija. 
 Mag. delo. (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
Izolirali so 8 sevov S. cerevisiae in 4 seve S. paradoxus iz naravnega okolja in 151 sevov S. 
cerevisiae in 41 sevov S. paradoxus iz vinogradniškega okolja. Vidimo lahko, da je bila 
večina izolatov vrste S. cerevisiae izoliranih iz vinske trte, kar predstavlja 33 %, sledijo mu 
izolati iz zemlje, ki predstavljajo 19 %, hrasta 27 %, žuželk 8 %, vinskih kleti 4 %, izolati iz 
naravnega okolja 5 %, mošta 3 % in grozdja 1 %. Delež izolatov S. paradoxus je bil največji iz 
hrasta, 31 %, iz vinske trte in zemlje je bil delež zelo podoben, iz vinske trte je bil 20 % in iz 
zemlje 18 %. Delež izolatov iz naravnega okolja predstavlja 9 %, iz grozdje 9 %, žuželke 7 % 
in najmanj izolatov iz mošta 4 % in vinske kleti 2 %. (Preglednica 9). V doktorski disertaciji 
so ugotovili, da so bili izolati S. paradoxus v primerjavi s S. cerevisiae bolj pogosto izolirani 
iz hrastovih dreves (zemlje, lubja in listov) kot iz trte in njene okolice (zemlje, lubja, groznih 
jagod in listov). Ne-Saccharomyces vrste so bolj pogosto izolirali iz grozdja in vinske trte 
(Dashko, 2015). Primerjali smo delež sevov, izoliranih iz vinograda in iz naravnega okolja. 
Številčnost izolatov rodu Saccharomyces je v naravnem okolju občutno nižja kot v 
vinogradniškem okolju, saj je bil delež S. cerevisiae v naravnem okolju 5 % v primerjavi z 
vinogradniškim, ki je 95 %, delež S. paradoxus v naravnem okolju je bil 9 %, v 
vinogradniškem pa 91 %. Očitne razlike v razmerju vrst S. cerevisiae in S. paradoxus ni bilo 
opaziti. Če smo primerjali še delež vrst rodu Saccharomyces z deležem ne-Saccharomyces 
izolatov, so bili slednji najpogosteje izolirani iz vinske trte (34 %), hrasta (28 %) in zemlje (20 
%). Iz naravnega okolja je bilo izoliranih le 5 % sevov ne-Saccharomyces vrst Kot je potrdila 
tudi Dashko (2015), razširjenost vrste S. cerevisiae ni bila odvisna od lokacije izolacije 
(vinograd glede na naravno okolje), pač pa od vira odvzetega vzorca (vinska klet, grozdna 
jagoda, žuželk, mošt, hrast in vino). Pri genetsko raznolikih sevih, ki jih na Sliki 15 
predstavljajo majhni krogi, ni izolatov iz naravnega okolja, največ jih je iz vinske trte in 
hrastovega habitata v vinogradu. 
 
Preglednica 9: Število in deleži vrst Saccharomyces cerevisiae (Sc) in Saccharomyces paradoxus (Sp) izoliranih 
iz naravnega okolja in vinogradniškega okolja. 
    Vinogradniško okolje 
  Naravno okolje Vinska klet Grozdje Žuželke Mošt Vinska trta Hrast Zemlja 
Število izolatov Sc 8 7 2 12 4 52 43 31 
Število izolatov Sp 4 1 4 3 2 9 14 8 
Delež Sc (%) 5 4 1 8 3 33 27 19 
Delež Sp (%) 9 2 9 7 4 20 31 18 
Vsota Sc in Sp 12 8 6 15 6 61 57 39 
Delež Sc in Sp (%) 6 4 3 7 3 30 28 19 
Število izolatov ne-
Saccharomyces 
8 1 1 14 5 53 44 32 
Delež ne-
Saccharomyces 
5 1 1 9 3 34 28 20 
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V nadaljevanju smo preverjali tudi povezavo med sevi in krajem izolacije. Na Sliki 16 so 
prikazani deleži vrste S. cerevisiae in S. paradoxus v krajih vinorodnega okoliša Vipavska 
dolina: Brda, Brje, Dobravlje, Dutovlje, Manče, Nanos, Planina in Podraga. Nanos je 
predstavnik naravnega okolje, drugi kraji, Brda, Brje, Dobravlje, Dutovlje, Manče, Planina in 
Podraga pa predstavljajo vinogradniško okolje (Dashko, 2015). V krajih Nanos, ki sodi v 
naravno okolje, Manče in Podraga so izolirali večji delež predstavnikov vrste S. paradoxus, v 
drugih krajih je bil večji delež S. cerevisiae, najbolj pa je izstopal kraj Brda z dobrimi 34 %. 
 
 
Slika 16: Delež izolatov vrst Saccharomyces cerevisiae (Sc) in Saccharomyces paradoxus (Sp) iz posameznih 
krajev vinorodnega okoliša Vipavska dolina (Brda, Brje, Dobrovlje, Dutovlje, Manče, Nanos (naravno okolje), 
Planina in Podraga). 
 
4.2.2 Genetska raznolikost sevov rodu Saccharomyces izoliranih iz vinorodnega okoliša 
Vipavska dolina 
 
Genetsko raznolikost sevov rodu Saccharomyces smo določili na podlagi števila ponovitev 
mikrosatelitskih zaporedij enajstih alelov (Legras in sod., 2005). Mikrosateliti ScAAT1, C4, 
C6, YPL009c, C5, C11 in SCYOR267c so polimorfni, zato so pomembni za razlikovanje med 
sevi. Drugi, YKL172w, SCAAT5, C3 in C9, veljajo za homologne mikrosatelite, zato so ti 
pomembni za identifikacijo vrste. V Preglednici 10 so prikazani deleži homozigotnih 
mikrosatelitskih zaporedjih, ki imajo zgolj eno obliko alela, ter heterozigotnih mikrosatelitskih 
zaporedij, ki imajo bodisi dva ali tri različne alele posameznega mikrosatelita. Polimorfna 
mikrosatelitska zaporedja naj bi imela zelo majhen delež homozigotnosti. Pri vrsti S. 
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SCYOR267c. Najbolj ohranjeni mikrosateliti so bili YKL172w, SCAAT5 in C9. Pri vrsti S. 
paradoxus pa glede na prikazane deleže v Preglednici 10 za najbolj polimorfne veljajo C6, C5 
in YPL009c, medtem ko so se YKL172w, SCAAT5 in C9 izkazali za najbolj ohranjene. 
 
Preglednica 10: Delež mikrosatelitnih homozigotov, potencialnih heterozigotnih diploidov in triploidov za vrsti 
Saccharomyces cerevisiae in Saccharomyces paradoxus. 










Dva alela Trije aleli Dva alela Trije aleli 
YKL172w 60,9 13 26,1 78,9 10,5 10,5 
SCAAT5 60,7 32,1 7,1 72,4 20,7 6,9 
C3 37,1 51,4 11,4 40,6 43,8 15,6 
C9 55,9 32,4 11,8 78,6 17,9 3,6 
ScAAT1* 29 32,3 38,7 40,7 55,6 3,7 
C4* 78,3 13 8,7 77,8 22,2 0 
C6* 4,3 4,3 91,3 0 9,1 90,9 
YPL009c* 26,7 53,3 20 10,3 55,2 34,5 
C5* 7,9 23,7 68,4 0 16,1 83,9 
C11* 35,1 40,5 24,3 48,3 44,8 6,9 
SCYOR267c* 10,3 76,9 12,8 38,5 30,8 30,8 
 
Med sevi vrste S. cerevisiae in S. paradoxus, glede na mikrosatelitske nukleotidne ponovitve, 
najbolj izstopajo sevi prikazani v Preglednici 11. Genetsko raznoliki sevi vrste S. cerevisiae so 
ZIM 2741, 2757, 2862, 2872 in 3087, vrste S. paradoxus pa ZIM 3086, 3089 in 3110. 
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Preglednica 11: Izbor zanimivih mikrosatelitskih nukleotidnih ponovitev za vrsti Saccharomyces cerevisiae (Sc) in Saccharomyces paradoxus (Sp).  
    






YKL172w ScAAT1* C4* SCAAT5 C6* YPL009c* C5* C3 C11* C9 SCYOR267c* 
2741 Sc Brje 
Vinograd, 
vinska trta 
                                    5 7   12 13   11 10   8 8 8 23 24   
2757 Sc Dutovlje 
Vinograd, 
grozdje 
      16 16 16 22 22 22             16 16 16 4 5 14 13 13 13 26 26 26 11 11 11 23 24   
2862 Sc Brda 
Vinograd, 
hrast 
1 1 1 19 20 31 16 27   7 7 7       18 18 18 5 7 14 13 13 13 23 18 22 12 11   23 24   
2872 Sc Brda 
Vinograd, 
vinska trta 
6 6 6 11 13 49 34 34 34 12 14   14 13   7 7 7 4 4 4 8 9   13 14   10 10 10 17 17 17 
3087 Sc Podraga 
Vinograd, 
hrast 
9 14   10 10 10 7 7 7 11 10   12 14 13 16 22 23 4 5 10 5 5 5 14 14 14       24 23   
3086 Sp Brda 
Vinograd, 
hrast 
2 2 2             6 6 6             14 20 21 6 17   17 17 17 7 6   24 24 24 
3089 Sp Manče 
Vinograd, 
hrast 
9 8   10 10 10       11 11 11 14 11 13 12 23   5 7 13 13 5   14 14 14       24 23   
3110 Sp Planina 
Vinograd, 
hrast 
                              16 16 16 8 9 16 7 7 7 12 12 12 9 9 9 24 24 24 
* polimorfni mikrosateliti 
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4.4 POVEZAVA FENOTIPA IN GENOTIPA 
 
Na podlagi rezultatov fenotipskih testov, ki jih je izvedla Dashko (2015), je določila relativno 
stopnjo rasti sevov na specifičnih gojiščih v primerjavi s stopnjo rastjo na kontrolnem gojišču 
YPD in v primerjavi z referenčnim vinskim sevom Saccharomyces cerevisiae Lalvin T73. 
Testnim gojiščem je dodala kalijev sulfid in bakrov sulfat kot inhibitorja rasti, ter acetat, 
etanol, glukozo, fruktozo, arabinozo, galaktozo, glukozo, maltozo, mlečno kislino, saharozo, 
ksilozo, glicerolom in ureo kot edinim virom ogljika oz. dušika. Sevi so rastli tudi pri različnih 
temperaturah: 4 °C, 16 °C in 37 °C, ter z dodanimi različnimi spojinami, ki se uporabljajo v 
vinogradništvu in vinarstvu: qualty, Banjo (fungicid), Switch® (fungicid) in Biggy (agar s 
katerim preverjajo sposobnost kvasovk produkcije žveplovodika (Linderhorm in sod., 2010)). 
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Slika 17: Povezava med fenotipskimi lastnostmi (relativna stopnja rasti) in genetsko sorodnostjo na podlagi variabilnosti v mikrosatelitskih zaporedjih 
sevov Saccharomyces cerevisiae. 
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Sevi s številkami ZIM 2867, 2875, 2881, 2892, 3037, 3124 in 2850 so skupina sedmih sevov, 
ki dobro rastejo na gojišču z 10 % (v/v) etanolom in pri višjih koncentracijah glukoze in 
fruktoze v primerjavi s testnim sevom S. cerevisiae Lalvin T37. Vsi sevi, z izjemo ZIM 2850, 
so bili izolirani iz vinograda v Brdih, ZIM 2850 pa iz vinograda v Dutovljah. Med njimi ni 
velikih razlik v mikrosatelitnih ponovitvah, kar pomeni, da so genetsko sorodni. Na prvi 
pogled najbolj izstopa sev ZIM 3037, ki ima različne kombinacije mikrosatelitnih ponovitev, 
kar vidimo v Preglednici 12. Teh sedem sevov ima tudi različno število ponovitev v 
polimorfnih mikrosatelitih ScAAT1, C4 in C11 v primerjavi z ostalimi sevi S. cerevisiae. Pri 
mikrosatelitu ScAAT1 imata seva ZIM 2892 in ZIM 3037 9 in 39 ponovitev, medtem ko 
imajo drugi sevi navadno 10 in 39 ponovitev, pri mikrosatelitu C4 ima ZIM 3037 21 
ponovitev zaporedja, drugi sevi pa 23, in pri C11 ima ZIM 3037 13 in 14 ponovitev, ZIM 
2875 ima 28 ponovitev, ZIM 2881 ima 29 ponovitev in ZIM 2867 in ZIM 2892 imata 11 
ponovitev zaporedja. Drugje ni bilo očitnih sprememb. Sev z ZIM 2862 je odporen na kalijev 
metabisulfit. V Preglednici 12 lahko na podlagi mikrosatelitskih ponovitev vidimo, da je ta sev 
tudi genetsko različen od ostalih sevov S. cerevisiae. Najbolj izstopajo ponovitve 
mikrosatelitov YKL172w, SCAAT5 in YPL009c. 
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Preglednica 12: Število mikrosatelititnih ponovitev v enajstih lokusih sevov S. cerevisiae. 






YKL172w ScAAT1* C4* SCAAT5 C6* YPL009c* C5* C3 C11* C9 SCYOR267c* 
2867 Brda 
Vinograd, 
hrast                                     4 5         11 11 11 7 7 7 24 39   
2875 Brda 
Vinograd, 
hrast 9 9 9 10 39   23 23 23 11 11 11 14 13 15 23 22   4 6 7 13 12   28 28 28 10 10 10 39 38   
2881 Brda 
Vinograd, 
vinska trta 9 9 9 10 39   23 23 23 11 11 11 14 13 15 23 22   4 6 7 13 11 12 29 29 29 10 10 10 39 38   
2892 Brda 
Vinograd, 
vinska trta 9 9 9 9 39   23 23 23 10 10 10 17 16 18 24 23   5 7   13 13 13 11 11 11       24 23   
3037 Brda 
Vinograd, 
vinska trta 9 13 15 10 9   21 21 21 11 10   14 15 13 22 23   4 14 7 13 12   13 14   12 12 12 28 27   
3124 Brda 
vinograd, 
vinska trta 9 9 9 10 39   23 23 23 11 11 11 14 13 15 23 22                           52     
2850 Dobravlje 
Vinograd, 
hrast                                     24 22 8 13 13 13 29 28 27 15 14   23 24   
2862 Brda 
Vinograd, 
hrast 1 1 1 19 20 31 16 27   7 7 7       18 18 18 5 7 14 13 13 13 23 18 22 12 11   23 24   
* polimorfni mikrosateli 
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5.1 ZANESLJIVOST SHRANJEVANJA KVASOVK PRI –80 °C 
 
K edinstvenosti produktov, na primer vina, prispevajo mikroorganizmi in njihovi metaboliti 
ter okoljski dejavniki: podnebje, okolica, človek, različne tehnološke in kulturne prakse in 
drugo. Pridelovalci se poslužujejo uporabe komercialnih starter kultur, kar vodi do izgub 
edinstvenih lastnosti vina določene regije. Z namenom obdržati edinstvene lastnosti vina neke 
regije je potrebno oblikovati več-sevne starterske kulture, torej potrebno je ohraniti mikrobno 
raznovrstnost. Več-sevne starterske kulture posnemajo naravno raznovrstnost in so zanesljiva 
alternativa naravne fermentacije, ker omogočajo, da se ohranijo prvotne organoleptične 
lastnosti vina, obenem pa poskrbijo tudi za varnost produkta, tako da preprečijo razvoj 
patogenih mikroorganizmov, nastanek toksičnih spojin in mikrobiološki kvar (Capozzi in 
Spani, 2011). Zato je potrebno, da ohranjamo bogato zbirko kvasovk in poskrbimo, da se 
ohranijo njihove morfološke in fiziološke lastnosti. Naš namen je bil oceniti živost kvasovk v 
obdobju štirih mesecev shranjevanja pri –80 °C.  
 
Karabıçak in sod. (2016) so v študiji preverjali stopnjo preživetja kvasovk in plesni pri treh 
različnih metodah za shranjevanje: v vodi, z mineralnimi olji in zamrzovanjem. Najbolj 
uspešna je bila metoda zamrzovanja. Predvsem so se dobro ohranili sevi, ki lahko sporulirajo 
(Karabıçak in sod., 2016). Mi smo se v magistrskem delu poslužili metode shranjevanja pri –
80 °C. Ugotovili smo, da se stopnja preživelosti sevov v obdobju štirih mesecev shranjevanja 
pri –80 °C zmanjšuje, vendar po določenem času shranjevanja še vedno ostane delež sevov, ki 
jih lahko oživimo z gojenjem na ustreznih gojiščih in pri primerni temperaturi za rast. Po 
oživitvi sevov, hranjenih pri –80 °C, so imele najboljšo stopnjo preživetja askomicetne 
kvasovke, Dekkera bruxellensis, Saccharomyces cerevisiae in Metschnikowia pulcherrima ter 
Rhodotorula glutinis, ki sodi v skupino bazidiomicetnih kvasovk. 
 
Pomembno je tudi določiti, koliko časa so lahko sevi shranjeni pri –80 °C, kajti dalj časa ko so 
shranjeni na tej temperaturi, večja verjetnost obstaja, da bo stopnja preživetja nižja. Stopnja 
preživetja kvasovk z metodo zamrzovanja je 20–100 % (Kirsop, 1991). Karabıçak in sod. 
(2016) so odkrili, da se sevi med procesom zamrzovanja niso morfološko spreminjali, 
ugotovili so počasnejšo rast sevov po ponovni nacepitvi na ploščah. Tudi naši sevi so po 
ponovnih nacepitvah na plošče rastli počasneje, stopnja preživetja je v štirih mesecih 
shranjevanja v povprečju padla s 30-40 % na 10-20 %. Stopnja preživetja (%) mešane kulture 
je bila po štirih mesecih shranjevanja 10-20 %. Prav tako ni bilo opaziti morfoloških 
sprememb. V primeru daljšega shranjevanja bi bilo dobro, da bi seve večkrat nacepili in 
preverili njihovo živost. 
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Omeniti bi bilo potrebno tudi čas inkubacije kvasovk pri temperaturi 28 °C. Kvasovke lahko 
rastejo različno hitro. Tiste v mešanih kulturah, ki rastejo hitreje, bodo lahko tudi prerasle 
ploščo in tako bo pestrost na ploščah manjša. V našem primeru so pri nacepljanju čiste 
kulture, hranjene v fiziološki raztopini (FR) z glicerolom na trdno gojišče YPD, imele po štirih 
mesecih shranjevanja pri –80 °C najvišjo stopnjo preživetja (29 %) kvasovke vrste 
Rhodotorula glutinis. Pri nacepljanju čiste kulture hranjene v tekočem gojišču YPD z 
glicerolom na trdno gojišče YPD, so imele po štirih mesecih shranjevanja pri –80 °C, najvišjo 
stopnjo preživetja (17 %) kvasovka vrste Sporidiobolus pararoseus. Najnižjo stopnjo 
preživetja po štirih mesecih shranjevanja pri –80 °C, ki je bila pod mejo zaznave, v obeh 
gojiščih so imele kvasovke vrste Pseudozyma prolifica. V našem primeru nacepljanja mešanih 
kultur hranjenih v fiziološki raztopini (FR) z glicerolom na trdno gojišče YPD, so imele po 
štirih mesecih shranjevanja pri –80 °C najvišjo stopnjo preživetja (35 %) kvasovke vrste 
Saccharomyces cerevisiae. Pri nacepljanju iz tekočega gojišča YPD z glicerolom na trdno 
gojišče YPD, so imele po štirih mesecih shranjevanja pri   –80 °C najvišjo stopnjo preživetja 
(38 %) kvasovke vrste Dekkera bruxellensis. Najnižjo stopnjo preživetja po štirih mesecih 
shranjevanja pri –80 °C, ki je bila pod mejo zaznave, v obeh gojiščih so imele kvasovke vrste 
S. pararoseus.  
 
5.2 RAZNOVRSTNOST KVASOVK VINORODNEGA OKOLIŠA VIPAVSKA DOLINA 
 
Na površini zdravega grozdja so prisotne vrste rodov Auerobasidium, Metschnikowia, 
Hanseniaspora, Cryptococcus in Rhodotorula. Za pričetek fermentacije so odgovorne vrste 
rodu Hanseniaspora, Candida in Metschnikowia. Vrste rodu Candida in Pichia oksidirajo 
etanol, glicerol in kisline ter s tem omogočijo nastanek acetaldehida, estrov in ocetne kisline, 
ki so v vinu neželene. Vrste rodu Zygosaccharomyces in Dekkera so fermentativne kvarljivke 
vina (Fleet, 2003). Na selektivnem obogatitvenem gojišču za Saccharomyces z dodatkom 
kloramfenikola (Dashko in sod., 2015) so zrasle tudi kolonije ne-Saccharomyces kvasovk. 
Vrste so pripadale rodovom Candida, Debaryomyces, Hanseniaspora, Kluyveromyces, 
Metschnikowia, Meyerozyma, Lachancea, Pichia, Schwanniomyces, Torulaspora in 
Zygosaccharomyces.  
 
Spodaj opisane vrste so izolirali iz vinorodnega okoliša Vipavska dolina, opisali smo njihove 
druge vire izolacije in predvideli njihov habitat. Tipski sev Hanseniaspora opuntiae je bil 
izoliran iz kaktusa opuncije (Čadež in sod., 2003). Dashko (2015) je večino sevov izolirala iz 
hrasta in mošta. Večina izolatov je torej pridobljenih tako iz človekovega okolja kot izven 
njega, zato ne moremo zagotovo reči katero okolje je njen naravni habitat.  
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Hanseniaspora uvarum je bila najpogosteje izolirana s sadja, predvsem grozdja, zato lahko 
sklepamo, da je njen naravni habitat vinogradniško okolje (Albertin in sod., 2016). Našli so jo 
tudi v jabolčniku, palminem vinu, tekili, sladkornem trsu in drugih (Albertin in sod., 2016). Je 
del mikrobioma mnogih procesov prehrambne industrije, kot na primer fermentacija kave in 
kakava (Albertin in sod., 2016). Dashko (2015) je seve izolirala iz hrasta, grozdja in zemlje. 
Izolirani sevi so rastli ob prisotnosti bakra in na gojišču z dodanimi fungicidi, zaradi česar 
sklepamo, da so dobro prilagojeni na vinogradniško okolje. 
 
Lachancea thermotolerans je tipska vrsta rodu Lachancea, je ubikvitarna, izolirana tako iz 
naravnega okolja, iz žuželk, zemlje, rastlin, kot tudi iz habitata, na katerega ima vpliv človek, 
kot so poljščine, predvsem pa iz vinogradov (Hranilovic in sod., 2017). Večina izolatov je iz 
vinogradniškega okolja, zato bi lahko rekli, da je vinograd njen primarni habitat. Dashko 
(2015) je seve izolirala iz grozdja, vinske trte in žuželk. Sevi so rastli na gojišču z dodanim 
žveplom, bakrom, ravno tako so rastli na gojiščih z dodanim fungicidom. Na podlagi tega 
sklepamo, da so izolati prilagojeni na vinogradniško okolje.  
 
Pichia kluyveri je najpogosteje izolirana iz sadja (Starmer in sod., 1992), oljk (Tofalo in sod., 
2012) in kakavovih zrn (Crafack in sod., 2013). Njen habitat so nasadi sadja, oljk in 
kakavovca, okolje kjer so prisotni vplivi človeka. Dashko (2015) je seve izolirala iz hrasta, 
vinske kleti, mošta in vinske trte. Sevi so rasli na gojišču z dodanim žveplom, bakrom, ravno 
tako so rastli na gojiščih z dodanim fungicidom. Sevi so dobro prilagojeni na vinogradniško 
okolje. 
 
Pichia kudriavzevii je bila izolirana iz vina, sakéja, penine in sadja (del Mónaco in sod., 2016). 
Njen naravni habitat je najverjetneje vinogradniško okolje, v katerem se pogosto pojavlja. 
Dashko (2015) je seve izolirala iz hrasta, vinske trte in žuželk. Sevi so rastli na gojišču z 
dodanim žveplom in bakrom. Izolati so prilagojeni na vinogradniško okolje. 
 
Pichia manshurica je najpogosteje izolirana iz vina in kisa, velja za kvarljivko vina 
(Perpetuini in sod., 2018; Zhang in sod., 2017). Njen habitat je verjetno vinogradniško okolje. 
Dashko (2015) je seve izolirala iz hrasta, zemlje, vinske trte in grozdja. Sevi so rasli na gojišču 
z dodanim žveplom, bakrom in z dodanimi fungicidi. Izolati so dobro prilagojeni na 
vinogradniško okolje. 
 
Kvasovka Torulaspora delbrueckii je ubikvitarna, povezana s številnimi človeškimi 
dejavnostmi: enologijo, proizvodnjo pekovskih izdelkov, destilarno, industrijo mlečnih 
izdelkov in drugo. Izolirali so jo tudi iz naravnih okolij iz rastlin, zemlje in žuželk (Albertin in 
sod., 2014). Ker jo najpogosteje opisujejo pri fermentaciji vina, bi lahko rekli, da je 
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vinogradniško okolje njen naravni habitat. Dashko (2015) je seve izolirala iz hrasta, vinske 
kleti, grozdja in vinske trte. Sevi na gojišču z dodanim žveplom so rasli, na gojišču z dodanim 
bakrom in fungicidi prav tako. Izolati so dobro prilagojeni na vinogradniško okolje. 
 
5.3 GENETSKA RAZNOLIKOST IZOLATOV RODU SACCHAROMYCES 
 
Razlika med vrstama Saccharomyces cerevisiae in Saccharomyces paradoxus je v mestu 
izolacije. S. paradoxus je izolirana iz drevesnih območij, njeno ekološko nišo povezujejo z 
rodom hrasta Qurecus, kajti v njegovi okolici, v zemlji ali pod lubjem so izolirali veliko 
sevov. Izolirali so jo tudi iz drugih dreves: javorja, bukve, macesna in smreke. S. cerevisiae pa 
je dolgo veljala za udomačeno kvasovko, dokler je niso nedavno izolirali iz hrastovih gozdov 
Sredozemlja (Xia in sod., 2017; Dashko in sod., 2016). Sevi S. cerevisiae, izolirani iz vina in 
sakéja so diploidni, monofiletski in genetsko bolj sorodni kot sevi izolirani iz piva (Peter in 
sod., 2018). V našem delu smo ugotovili, da je bil največji delež izoliranih sevov S. paradoxus 
iz hrastovega okolja, največji delež S. cerevisiae pa iz vinske trte. Almeida in sod. (2015) so 
izolirali seve vrst Saccharomyces iz Sredozemlja in Japonske. Tako kot mi, so seve s pomočjo 
mikrosatelitskih ponovitev ločili na tiste izolirane iz naravnega okolja in udomačene - 
izolirane iz okolja kjer je prisotna človeška dejavnost (vinogradi). Delež izolatov S. cerevisiae 
iz naravnega okolja je 5 %, delež S. paradoxus iz naravnega okolja pa 9 %, torej je v 
naravnem okolju večji delež sevov vrste S. paradoxus kot S. cerevisiae. Pri vinogradniških 
okoljih lahko rečemo, da je več krajev (Brda, Brje, Dobravlje, Dutovlje in Planina), kjer 
prevladuje delež vrste S. cerevisiae, v primerjavi z drugimi kraji (Manče in Podraga), kjer je 
večji delež vrste S. paradoxus. 
 
5.4 BIOTEHNOLOŠKA UPORABNOST ZBIRKE SEVOV 
 
V vinarstvu iščejo seve, ki bi lahko izvajali proces fermentacije pri nižjih temperaturah. 
Naravne hibride med Saccharomyces cerevisiae in Saccharomyces kudriavzevii so pogosto 
izolirani s področij s hladnejšim podnebjem. Na hladnejših področjih so ti hibridi prevladujoči 
pri procesu fermentacije. To predstavlja prednost vinarjem severnih držav, kajti fermentacija 
tam poteka pri nižjih temperaturah in pride do nastanka drugačnih arom vina (Ortiz-Tovar, 
2018). Izmed izoliranih sevov iz vinorodnega okoliša Vipavska dolina so ti sevi bolj redki. 
Kot vemo, vse vrste kvasovk za rast lahko izrabljajo glukozo. S. cerevisiae lahko izrablja tudi 
druge vire ogljika, kot so saharoza, maltoza, glicerol, etanol in druge, kar smo ugotovili na 
podlagi fenotipskih podatkov. Ko v svojem gojišču porabi vso glukozo, bo lahko rastla še na 
drugih virih ogljika, ki/če so v gojišču, recimo na saharozi. V industrijskih procesih je S. 
cerevisiae izpostavljena različnim sladkorjem, na primer glukozi in fruktozi v grozdnemu 
moštu. Pri varjenju piva pa sta poleg glukoze prisotna tudi maltoza in maltotrioza. Tudi ob 
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prisotnosti drugi sladkorjev bo kvasovka najprej porabila glukozo, šele nato druge 
razpoložljive vire ogljika (Marques in sod., 2015). Sevi, izolirani iz vinorodnega okoliša 
Vipavska dolina, prav tako izrabljajo tudi druge vire ogljika, ne zgolj glukoze. Proizvodnja 
bioetanola je proces, kjer iz rastlinskega materiala, za katerega vemo, da je v glavnem iz 
lignoceluloznega materiala, ki sestoji iz celuloze, hemiceluloze in lignina, kvasovke 
proizvajajo bioetanol. Glavna enostavna sladkorja v celulozi in hemicelulozi sta glukoza in 
ksiloza. Kot vemo, glukozo lahko metabolizira večina mikroorganizmov, ksilozo pa zgolj 
nekatere kvasovke in bakterije. Odkrili so nekaj divjih Saccharomyces sevov, ki lahko rastejo 
na ksiloznem mediju, vendar je njihova rast zelo počasna (Kricka in sod., 2015). Od vseh 
izoliranih sevov iz vinorodnega okoliša Vipavska dolina sta bila samo dva seva S. cerevisiae, 
kjer je bila rast na gojišču s ksilozo v primerjavi z referenčnim sevom zelo dobra. Ta seva bi 
bila potencialno zanimiva za nadaljnje biotehnološke raziskave. 
 
V vinarstvu in vinogradništvu uporabljajo tudi različne zaviralce mikrobne rasti. S 
preverjanjem fenotipskih značilnosti smo ugotovili, da so določeni sevi odporni na te snovi, 
kar kaže na udomačenost vinskih sevov. V našem delu smo ugotovili, da so predvsem sevi vrst 
S. cerevisiae in S. paradoxus odporni na protimikrobne snovi, kot so bakrove in žveplove 
spojine, ter fungicide. V Sloveniji se najpogosteje uporabljajo kemijski fungicidi, na primer 
pirimetanil, ki je učinkovit in deluje nespecifično na avtohtone seve. Drugi fungicidi so folpet, 
captain, diklorofluanid, triadimefon in triadimenol, ki tudi vplivajo na rast kvasovk in 
posledično na pričetek vinske fermentacije, kajti takrat so v grozdnem soku prisotne kvasovke, 
ki vplivajo na razvoj arome vina (Kosel in sod., 2019). Prilagoditve na protimikrobne snovi 
lahko privedejo do izpada določenih genov in do izgube spolnega cikla kvasovk (Marsit in 
Dequin, 2015). Še bolj kot pri vinarstvu je udomačenost očitna pri pivovarstvu. Kvasovke v 
pivovarstvu nimajo spolnega cikla, medtem ko ga vinogradniške imajo. V vinogradu prihaja 
tudi do hibridizacij z drugimi sevi, česar v pivovarstvu ni (Gallone in sod., 2016).  
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 Stopnja preživetja kvasovk Dekkera bruxellensis, Saccharomyces cerevisiae, 
Metschnikowia pulcherrima, Rhodotorula glutinis, Sporidiobolus pararoseus in 
Pseudozyma prolifica v čistih kulturah shranjenih pri –80 °C s časom upada, česar pa 
ne moremo trditi za mešano kulturo teh vrst kvasovk, kjer je vidna očitna rast 
kvasovke D. bruxellensis.  
 
 Prevladujoče vrste kvasovk, ki ne sodijo v rod kvasovk Saccharomyces, 
Hanseniaspora opuntiae, Hanseniaspora uvarum, Lachancea thermotolerans, Pichia 
kluyveri, Pichia kudriavzevii, Pichia manshurica in Torulaspora delbrueckii so bile 
večinoma izolirane iz vinogradniškega okolja. Na podlagi vzorca pomnožkov z 
(GTG)5X se genetsko niso razlikovale glede na izvor.  
 
 Vrste, ki so prisotne v izbranih habitatih Vipavske doline v nizkem številu, so bile 
Candida californica, Candida carpophila, Candida tropicalis, Debaryomyces 
hansenii, Hanseniaspora osmophila, Kluyveromyces dobzhanskii, Metschnikowia aff. 
fructicola, Metschnikowia aff. pulcherrima, Meyerozyma caribbica, Schwanniomyces 
polymorphus in Zygosaccharomyces bailii. 
 
 Razširjenost vrste Saccharomyces cerevisiae ni bila odvisna od lokacije izolacije 
(vinograd glede na naravno okolje), pač pa od vira odvzetega vzorca (vinska klet, 
grozdna jagoda, žuželka, mošt, hrast in vino). 
 
 159 sevov Saccharomyces cerevisiae lahko po genetskih in fenotipskih lastnostih 
razvrstimo v dve skupini, prva skupina sedmih vinogradniških sevov, ki so bili odporni 
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Najpomembnejša kvasovka v biotehnologiji je vsekakor Saccharomyces cerevisiae. Ta naziv 
je pridobila zaradi svojih lastnosti, predvsem ker je zmožna preživeti visoke koncentracije 
etanola, kar v procesu fermentacije vina in piva zelo cenijo. Pomembna pa je tudi pri 
proizvodnji bioetanola, je tudi modelni organizem in v znanosti njene seve uporabljajo v 
raziskovalne namene. Vrsta Saccharomyces paradoxus, pa je pomembna za študije evolucije 
in adaptacije na okolje, ker za razliko od S. cerevisiae ni udomačena, ji pa je genetsko 
podobna.  
V magistrskem delu smo želeli ohraniti genetski potencial kvasovk v Zbirki industrijskih 
mikroorganizmov, zato smo v prvem delu preverili stopnjo preživetja (%) posameznih sevov 
iz vinogradniškega okolja pri –80 °C. Ugotovili smo, da je stopnja preživetja po štirih mesecih 
shranjevanja pri –80 °C v povprečju padla na 30-40 %, če so bili sevi shranjeni v gojišču YPD 
z glicerolom, oziroma na 10-20 %, če so bili sevi shranjeni v fiziološki raztopini. V 
nadaljevanju smo shranili in identificirali 386 sevov, izoliranih iz vinogradov in naravnih 
okolij Vipavske doline. Za identifikacijo smo uporabili nukleotidna zaporedja delov 
ribosomskega gena in genetsko raznolikost v izbranih mikrosatelitskih zaporedjih. Genetsko 
raznolikost sevov smo želeli povezati z vplivom ekološke niše, iz katere so bile izolirane 
(vinograd ali naravno okolje). Poleg vrst S. cerevisiae in S. paradoxus smo s sekvenciranjem 
regije ITS identificirali tudi druge vrste, ki so prisotne v vinogradu in njihovi okolici in so 
vpletene v proces fermentacije. To so bile ne-Saccharomyces vrste, predvsem vrste rodov 
Candida, Debaryomyces, Hanseniaspora, Kluyveromyces, Lachancea, Metschnikowia, Pichia, 
Schwanniomyces, Torulaspora in Zygosaccharomyces. Znotrajvrstno genetsko variabilnost ne-
Saccharomyces sevov smo določili na podlagi vzorca PCR pomnožkov z mikrosatelitskim 
začetnim ologonukleotidom (GTG)5x. Za vsako vrsto smo izdelali dendrogram podobnosti. 
Genetsko raznolikost 204 sevov rodu Saccharomyces smo določili na podlagi števila 
ponovitev mikrosatelitskih zaporedij dvanajstih alelov. Polimorfni mikrosateliti omogočajo 
razlikovanje med sevi, homologni pa so pomembni za identifikacijo vrste. S pridobljenimi 
podatki smo lahko izrisali minimalno vpeto drevo, kot rezultat smo dobili dve genetsko 
homogeni skupini, en predstavlja vrsto S. cerevisiae, drugi pa S. paradoxus. Pri vsaki vrsti so 
sevi genetsko ločeni na izolate iz naravnega okolja in iz vinograda. Pri vrsti S. cerevisiae, 
izolati iz naravnega okolja predstavljajo 5 % delež, pri S. paradoxus pa 9 % delež, preostalo so 
izolati iz vinograda. Povezovali smo tudi fenotip in genetsko ozadje sevov vrste S. cerevisiae. 
  
57 
Jerovšek I. Ohranitev genetskega potenciala kvasovk Primorskega vinorodnega okoliša in njihova genetska tipizacija. 




Albertin W., Chasseriaud L., Comte G., Panfili A., Delcamp A., Salin F., Marullo P., Bely M. 
2014. Winemaking and bioprocesses strongly shaped the genetic diversity of the 
ubiquitous yeast Torulaspora delbrueckii. PLoS ONE, 9, 4: e94246, doi: 
10.1371/journal.pone.0094246: 10 str. 
Albertin W., Setati M. E., Miot-Sertier C., Mostert T. T., Colonna-Ceccaldi B., Coulon J., 
Girard P., Moine V., Pillet M., Salin F., Bely M., Divol B., Masneuf-Pomarede I. 2016. 
Hanseniaspora uvarum from winemaking environments show spatial and temporal 
genetic clustering. Frontiers in Microbiology, 6: 1569, doi: 10.3389/fmicb.2015.01569: 
16 str.  
Almeida P., Barbosa R., Zalar P., Imanishi Y., Shimizu K., Turchetti B., Legras J. L., Serra 
M., Dequin S., Couloux A., Guy J., Bensasson D., Gonçalves P., Sampaio J. P. 2015. 
A population genomics insight into the Mediterranean origins of wine yeast 
domestication. Molecular Ecology, 24: 5412-5427 
Almeida P., Gonçalves C., Teixeira S., Libkind D., Bontrager M., Masneuf-Pomarède I., 
Albertin W., Durrens P., Sherman D. J., Marullo P., Todd Hittinger C., Gonçalves P., 
Sampaio J. P. 2014. A Gondwanan imprint on global diversity and domestication of 
wine and cider yeast Saccharomyces uvarum. Nature Communications, 5: 4044, 
doi:10.1038/ncomms5044: 24 str. 
Borneman A. R., Pretorius I. S. 2015. Genomic insights into the Saccharomyces sensu stricto 
complex. Genetics, 199: 281-291 
Capozzi V., Spani G. 2011. Food microbial biodiversity and »microbes of protected origin«. 
Frontiers in Microbiology, 2: 237, doi: 10.3389/fmicb.2011.00237: 3 str. 
Chen N., Yuan Y., Hu Z., Wang Z., Liu B., Wang H., Yue T. 2016. Accessing spoilage 
features of osmotolerant yeasts identified from kiwifruit plantation and processing 
environment in Shaanxi, China. International Journal of Food Microbiology, 232: 126-
133  
Clowers K. J., Heilberger J., Piotrowski J. S., Will J. L., Gasch A. P. 2015. Ecological and 
genetic barriers differentiate natural populations of Saccharomyces cerevisiae. 
Molecular Biology and Evolution, 32: 2317-2327 
Crafack M., Mikkelsen M. B., Saerens S., Knudsen M., Blennow A., Lowor S., Takrama J., 
Swiegers J. H., Petersen G. B., Heimdal H., Nielsen D. S. 2013. Influencing cocoa 
flavour using Pichia kluyveri and Kluyveromyces marxianus in a defined mixed starter 
culture for cocoa fermentation. International Journal of Food Microbiology, 167: 103-
116 
Čadež N., Poot G. A., Raspor P., Smith M. T. 2003. Hanseniaspora meyeri sp. nov., 
Hanseniaspora clermontiae sp. nov., Hanseniaspora lachancei sp. nov. and 
58 
Jerovšek I. Ohranitev genetskega potenciala kvasovk Primorskega vinorodnega okoliša in njihova genetska tipizacija. 
 Mag. delo. (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
Hanseniaspora opuntiae sp. nov, novel apiculate yeast species. International Journal of 
Systematic and Evolutionary Microbiology, 53: 1671-1680 
Čadež N., Zupan J., Raspor P. 2010. The effect of fungicides on yeast communities associated 
with grape berries. FEMS Yeast Research, 10: 619-630  
Dashko S. 2015. Exploring biodiversity potential of wine assosiated yeast. Dissertation. Nova 
Gorica, Univerza v Novi Gorici, Fakulteta za podiplomski študij: 166 str. 
Dashko S., Liu P., Volk H., Butinar L., Piškur J., Fay J. C. 2016. Changes in the relative 
abundance of two Saccharomyces species from oak forests to wine fermentations. 
Frontiers in Microbiology, 7: 215, doi: 10.3389/fmicb.2016.00215: 12 str. 
Dashko S., Zhou N., Compagno C., Piškur J. 2014. Why, when, and how did yeast evolve 
alcoholic fermentation?. FEMS Yeast Research, 14: 826-832 
del Mónaco S. M., Rodríguez M. E., Lopes C. A. 2016. Pichia kudriavzevii as a representative 
yeast of North Patagonian winemaking terroir. International Journal of Microbiology, 
230: 31 - 39 
Eberlein C., Leducq J. B., Landry C. R. 2015. The genomics of wild yeast populations sheds 
light on the domestication of man`s best (micro) friend. Molecular Ecology, 24: 5309-
5311 
Fay J. C., Benavides J. A. 2005. Evidence for domesticated and wild populations of 
Saccharomyces cerevisiae. PLoS Genetics, 1: 66-71  
Fleet G. H. 2003. Yeast interactions and wine flavour. International Journal of Food 
Microbiology, 86: 11-22 
Gallone B., Steensels J., Prahl T., Soriaga L., Saels V., Herrera-Malaver B., Merlevede A., 
Roncorono M., Voordeckers K., Miraglia L., Teiling C., Steffy B., Taylor M., 
Schwartz A., Richardson T., White C., Baele G., Maere S., Varstrepen K.J. 2016. 
Domestication and divergence of Saccharomyces cerevisiae beer yeast. Cell, 166: 
1397-1410 
Gibson B., Liti G. 2015. Saccharomyces pastorianus: genomic insight inspiring innovation for 
industry. Yeast, 28: 17-27  
González S. S., Barrio E., Gafner J., Querol A. 2006. Natural hybrids from Saccharomyces 
cerevisiae, Saccharomyces bayanus and Saccharomyces kudriavzevii in wine 
fermentations. FEMS Yeast Research, 6: 1221-1234 
Guillamón José M., Barrio E. 2017. Genetic polymorphism in wine yeasts: mechanisms and 
methods for its detection. Frontiers in Microbiology, 8: 806, doi: 
10.3389/fmicb.2017.00806: 20 str. 
Hittinger C. T., Rokas A., Bai F. Y., Boekhout T., Gonçalves P., Jeffries T. W., Kominek J., 
Lachance M. A., Libkind D., A Rosa C., Sampaio J. P., Kurtzman C. P. 2015. 
Genomics and the making of yeast biodiversity. Current Opinion in Genetics & 
Developement, 35: 100-109 
59 
Jerovšek I. Ohranitev genetskega potenciala kvasovk Primorskega vinorodnega okoliša in njihova genetska tipizacija. 
 Mag. delo. (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
Hranilovic A., Bely M., Masneuf-Pomarede I., Jirenak V., Albertin W. 2017. The evolution of 
Lachancea thermotolerans is driven by geographical determination, anthropisation and 
flux between different ecosystems. PLoS ONE, 12, 9: e0184652, doi: 
10.1371/journal.pone.0184652: 17 str. 
Jeršek B. 2013. Mikrobiološka analiza – navodila in delovni zvezek za laboratorijske vaje. El. 
knjiga. Ljubljana, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo: 64 str. 
Karabıçak N., Karatuna O., Akyar I. 2016. Evolution of the viabilities and stabilities of 
pathogenic mold and yeast species using three different preservation methods over a 
12-year period along with a review of published reports. Mycopathologia, 181: 415-
424  
Kirsop D. E. 1991. Maintenance of yeasts. V: Maintenance of microorganisms and cultured 
cells: a manual of laboratory methods. 2
nd 
ed. Kirsop D. E., Doyle A. (ur.). London, 
Academic Press: 161-180 
Kosel J., Raspor P., Čadež N. 2019. Maximum residue limit of fungicides inhibits the viability 
and growth of desirable non-Saccharomyces wine yeast. Australian Journal of Grape 
and Wine Research, 25: 43-52 
Kowallik V., Miller E., Greig D. 2015. The interaction of Saccharomyces paradoxus with its 
natural competitors on oak bark. Molecular Ecology, 24: 1596-1610 
Kricka W., James T. C., Fitzpatrick J., Bond U. 2015. Engineering Saccharomyces 
pastorianus for the co-utilisation of xylose and cellulose from biomass. Microbial Cell 
Factories, 14: 61, doi: 10.1186/s12934-015-0242-4: 11 str. 
Legras J. L., Ruh O., Merdinoglu D., Karst F. 2005. Selection of hypervariable microsatellite 
loci for the characterization of Saccharomyces cerevisiae strains. International Journal 
of Food Microbiology, 102: 73–83 
Linderholm A., Dietzel K., Hirst M., F. Bisson L. 2010. Identification od MET10-932 and 
characterization as an allele reducing hydrogen sulfide formation in wine strains of 
Saccharomyces cerevisiae. Applied and Environmental Microbiology, 76, 23, 
doi:10.1128/AEM.01666-10: 9 str. 
Liti G. 2015. The fascinating and secret wild life of the budding yeast S. cerevisiae. eLIFE, 4: 
e05835, doi: 10.7554/eLife.05835.001: 9 str. 
Marsit S., Dequin S. 2015. Diversity and adaptive evolution of Saccharomyces wine yeast: a 
review. FEMS Yeast Research, 15, 7: fov067, doi: 10.1093/femsyr/fov067: 12 str. 
Marques W. L., Raghavendran V., Ugarte Stambuk B., Gombert A. K. 2016. Sucrose and 
Saccharomyces cerevisiae: a relationship most sweet. FEMS Yeast Research, 16, 1: 
fov107, doi: 10.1093/femsyr/fov107: 16 str. 
Naseeb S., James S. A., Alsammar H., Michaels C. J., Gini B., Nueno-Palop C., Bond C. J., 
McGhie H., Roberts I. N., Delneri D. 2017. Saccharomyces jurei sp. Nov., isolation 
60 
Jerovšek I. Ohranitev genetskega potenciala kvasovk Primorskega vinorodnega okoliša in njihova genetska tipizacija. 
 Mag. delo. (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
and genetic identification of a novel yeast species from Quercus robur. International 
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 67: 2046-2052 
Naumov G.I., James S.A., Naumova E.S., Louis E.J., Roberts I.N. 2000. Three new species in 
the Saccharomyces sensu stricto complex: Saccharomyces cariocanus, Saccharomyces 
kudriavzevii and Saccharomyces mikatae. International Journal of Systematic and 
Evolutionary Microbiology, 50: 1931-1942 
Nguyen H. V., Legras J. L., Neuvéglise C., Gaillardin C. 2011. Deciphering the hybridisation 
history leading to the lager based on the mosaic genomes of Saccharomyces bayanus 
Strains NBRC1948 in CBS380
T
. PLoS ONE, 6, 10: e25821, 
doi:10.1371/journal.pone.0025821: 19 str. 
Ortiz-Tovar G., Pérez-Torrado R., Adam A. C., Barrio E., Querol A. 2018. A compasion of 
the performance of natural hybrids Saccharomyces cerevisiae x Saccharomyces 
kudriavzevii at low temperatures reveals the crucial role of their S. kudriavzevii 
genomic contribution. International Journal of Food Microbiology, 274: 12-19  
Pangelly R. J., Wheals A. E. 2013. Rapid identification of Saccharomyces eubayanus and its 
hybrids. FEMS Yeast Research, 13, 2, doi: 10.1111/1567-1364.12018: 6 str. 
Peris D., Sylvester K., Libkind D., P. Gonçalves P., Sampaio J. P., Alexander W. G., Hittinger 
C. T. 2014. Population structure and reticulate evolution of Saccharomyces eubayanus 
and its lager-brewing hybrids. Molecular Ecology, 23: 2031-2045 
Perpetuini G., Tittarelli F., Schirone M., Di Gianvito P., Corsetti A., Arfelli G, Suzzi G., 
Tofalo R. 2018. Adhesion properties and surface hydrophobicity of Pichia manshurica 
strains isolated from organic wines. LWT – Food Science and Technology, 87: 385-
392 
Peter J., De Chiara M., Friedrich A., Yue J-X., Pflieger D., Bergström A., Sigwalt A., Barre 
B., Freel K., Llored A., Cruaud C., Labadie K., Aury J-M., Istace B., Lebrigand K., 
Barbry P., Engelen S., Lemainque A., Wincker P., Liti G., Schacherer J. 2018. 
Genome evolution across 1,011 Saccharomyces cerevisiae isolates. Nature, 556: 339-
344  
Piškur J., Rozpedowska E., Polakova S., Merico A., Compagno C. 2006. How did 
Saccharomyces evolve to become a good brewer?. Trends in Genetics, 22: 183-186 
Redzepović S., Orlić S., Majdak A., Pretorius I. S. 2002. Identification and aharacterization of 
Saccharomyces cerevisiae and Saccharomyces paradoxus strains isolated from 
Croatian wines. Letters in Applied Microbiology, 35, 4: 305-310 
Sampaio J. P., Gonçalves P. 2008. Natural populations of Saccharomyces kudriavzevii in 
Portugal are associated with oak bark and are sympatric with S. cerevisiae and S. 
paradoxus. Applied and Environmental Microbilogy, 74: 2144-2152 
61 
Jerovšek I. Ohranitev genetskega potenciala kvasovk Primorskega vinorodnega okoliša in njihova genetska tipizacija. 
 Mag. delo. (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
Starmer W., Ganter P. F., Aberdeen V. 1992. Geographic distribution and genetic of killer 
phenotypes for the yeast Pichia kluyveri across the United States. Applied and 
Environmental Microbiology, 58, 3: 990-997 
Sweeney J. Y., Kuehne H. A., Sniegowski P. D. 2004. Sympatric natural Saccharomyces 
cerevisiae and S. paradoxus population have different thermal growth profiles. FEMS 
Yeast Research, 4: 521-525 
Tofalo R., Schirone M., Perpetuini G, Suzzi G., Corsetti A. 2012. Developement and 
application of a real-time PCR-based assay to enumerate total yeasts and Pichia 
anomalia, Pichia guillermondii and Pichia kluyveri in fermented table olives. Food 
Control, 23: 356-362 
Thomson J. M., Gaucher E. A., Burgan M. F., De Kee D. W., Li T., Aris J. P., Benner S. A. 
2005. Resurrecting ancestral alcohol dehydrogenases from yeast. Nature Genetics, 37: 
630-635 
Van Urk H., Postma E., Scheffers W. A., Van Dijken J. P. 1989. Glucose transport and 
Crabtree-positive and Crabtree-negative yeasts. Journal of General Microbiology, 135: 
2399-2406 
Verspohl A., Solieri L., Giudici P. 2017. Exploration of genetic and phenotypic diversity 
within Saccharomyces uvarum for driving strain improvement in winemaking. Applied 
Microbiology and Biotehnology, 101, 6: 2507-2521 
White T.J., Bruns T., Lee S., Taylor J. 1990. Amplification and direct sequencing of fungal 
ribosomal RNA genes for phylogenetics. V: PCR protocols: a guide to methods and 
applications. Innis N., Gelfand D., Sninsky J., White T. (ur.). London, Academic Press: 
315-322 
Xia W., Nielly- Thibault L., Charron G., Landry C. R., Kasimer D., Anderson J. B., Kohn L. 
M. 2017. Population genomics reveals structure at the individual. Host-free scale and 
persistance of genotypic variants of the undomesticated yeast Saccharomyces 
paradoxus in a natural woodland. Molecular Ecology, 26: 995-1007  
Zhang Q., Hub N., Wang Y., Zhang Y., Wang R., Hou H. 2017. Aroma-enhancing role of 
Pichia manshurica isolated from Daqu in the brewing of Shanxi Aged vinegar. 
International Journal of Food Properties, 20, 9: 2169-2179 
 
Jerovšek I. Ohranitev genetskega potenciala kvasovk Primorskega vinorodnega okoliša in njihova genetska tipizacija. 




Najprej bi se rada zahvalila moji družini, ki mi je stala ob strani in me podpirala celotno 
študijsko obdobje, sploh v času nastajanja magistrske naloge. 
 
Zahvaljujem se mentorici doc. dr. Neži Čadež, za vse nasvete, pomoč, potrpežljivost, 
odzivnost in čas, ki mi ga je namenila med laboratorijskim delom in pri pisanju magistrskega 
dela. 
 
Zahvaljujem se tudi somentorici doc. dr. Loreni Butinar za hiter pregled magistrskega dela in 
prof. dr. Urošu Petroviču za strokovni pregled magistrske naloge ter predcednici komisije 
prof. dr. Nini Gunde-Cimerman. 
 
Za tehnični pregled magistrskega dela bi se zahvalila Lini Burkan Makivić. 
  
Jerovšek I. Ohranitev genetskega potenciala kvasovk Primorskega vinorodnega okoliša in njihova genetska tipizacija. 




Priloga A: Dolžine restrikcijskih fragmentov (bp) restrikcijskih encimov za kvasovke: Hanseniaspora opuntiae, 
Hanseniaspora uvarum, Lachancea thermotolerans, Pichia kluyveri, Pichia kudriavzevii, Pichia manshurica in 
Torulaspora delbrueckii. 
 
Dolžina restrikcijskih fragmentov (bp) 
Organizem HaeIII HinfI 
Hanseniaspora opuntiae 800 340 
Hanseniaspora uvarum 1000 800 
Lachancea thermotolerans 400 300 
Pichia kluyveri 500 in 900 400 in 800 
Pichia kudriavzevii 400 200 
Pichia manshurica 500 400 
Torulaspora delbrueckii 900 900 
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Priloga B: Statistična zanesljivost po enem in štirih mesecih shranjevanja kvasovk pri –80 °C. 






















ZIM 701 2,60E+05 6,30E+05 1,10E+05 3,20E+05 6,20E-01 2,91E-01 3,40E+05 6,40E+05 4,73E-01 7,16E-01 
Dekkera 
bruxellensis 
3,40E+05 6,10E+05 3,10E+05 8,00E+04     2,10E+05 4,70E+05     
4,00E+05 1,90E+05 4,20E+05 4,00E+05             
ZIM 1927 6,70E+05 1,50E+05 9,30E+05 2,20E+05 1,24E-01 2,80E-01 2,20E+05 3,20E+05 5,13E-04* 4,26E-01 
Saccharomyces 
cerevisiae 
6,30E+05 6,10E+05 9,40E+05 1,70E+05     2,60E+05 2,50E+05     
6,20E+05 7,20E+05 1,87E+06 3,90E+05             
ZIM 621 4,80E+05 6,10E+05 4,60E+05 9,20E+05 5,26E-01 9,31E-02 1,90E+05 3,10E+05 7,38E-03* 3,28E-02* 
Metschnikowia 
pulcherrima 
5,90E+05 6,10E+05 5,80E+05 9,90E+05     1,90E+05 3,70E+05     
6,30E+05 4,80E+05 1,04E+06 1,91E+06             
ZIM 615 4,00E+04 0,00E+00 4,00E+04 2,00E+04 1,01E-01 1,94E-02* 1,00E+05 1,80E+05 6,11E-02 1,83E-02* 
Rhodotorula 
glutinis 
0,00E+00 0,00E+00 4,00E+04 3,00E+04     6,00E+04 1,00E+05     
0,00E+00 0,00E+00 8,00E+04 5,00E+04             
ZIM 611 0,00E+00 0,00E+00 2,90E+05 2,00E+05 1,97E-02* 3,25E-02* 0,00E+00 0,00E+00 / / 
Sporidiobolus 
pararoseus 
0,00E+00 0,00E+00 1,90E+05 8,00E+04     0,00E+00 0,00E+00     
0,00E+00 0,00E+00 4,80E+05 2,80E+05             
ZIM 630 2,40E+05 0,00E+00 4,00E+04 1,00E+05 2,23E-01 5,91E-02 2,00E+04 2,20E+05 2,46E-01 7,14E-01 
Pseudozyma 
prolifica 
0,00E+00 0,00E+00 3,00E+04 1,40E+05     0,00E+00 0,00E+00     
2,90E+05 1,90E+05 7,00E+04 2,40E+05             
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Priloga C: Fenotipizacijski podatki kvasovk. 
Se nadaljuje 
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Nadaljevanje priologe C 
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 - minimalna rast 
 - hitra rast  
Nadaljevanje priologe C 
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Priloga D: ZIM številke sevov vrste Saccharomyces cerevisiae s krajem, mestom izolacije in mikrosateliti s številom ponovitev.  






YKL172w ScAAT1* C4* SCAAT5 C6* YPL009c* C5* C3 C11* C9 SCYOR267c* 
2862 Brda 
Vinograd, 
hrast 1 1 1 19 20 31 16 27   7 7 7       18 18 18 5 7 14 13 13 13 23 18 22 12 11   23 24   
2867 Brda 
Vinograd, 
hrast                                     4 5         11 11 11 7 7 7 24 39   
2872 Brda 
Vinograd, 
vinska trta 6 6 6 11 13 49 34 34 34 12 14   14 13   7 7 7 4 4 4 8 9   13 14   10 10 10 17 17 17 
2875 Brda 
Vinograd, 
hrast 9 9 9 10 39   23 23 23 11 11 11 14 13 15 23 22   4 6 7 13 12   28 28 28 10 10 10 39 38   
2878 Brda 
Vinograd, 
vinska trta 9 9 9 10 39   23 23 23 11 11 11 14 15 16 23 22   4 6 7 13 12   13 13 13 12 12 12 39 38   
2881 Brda 
Vinograd, 
vinska trta 9 9 9 10 39   23 23 23 11 11 11 14 13 15 23 22   4 6 7 13 11 12 29 29 29 10 10 10 39 38   
2882 Brda 
Vinograd, 
vinska trta 9 14   10 9 11       11 10   14 15 13 22 23 24 4 7   13 11   29 29 29 10 10 10 39 38   
3063 Brda 
Vinograd, 
hrast 9 12 16 10 8 9 21 21 21 11 10 9 14 16 15 22     5 14 13 5 7   14 14 14 11 11 11 24 38 25 
3067 Brda 
Vinograd, 
hrast 9 16 12 10 10 10       11 11 11 16 15 14 7 12 18                               
3124 Brda 
Vinograd, 
vinska trta 9 9 9 10 39   23 23 23 11 11 11 14 13 15 23 22                           52     
2740 Brje 
Vinograd, 
vinska trta 9 9 9 9 10 39 23 22   10 11   14 18 13 23 24   5 4 7 13 12   10 11   10 13   24 39 38 
2741 Brje 
Vinograd, 
vinska trta                                     5 7   12 13   11 10   8 8 8 23 24   
2847 Dobravlje 
Vinograd, 
hrast       16 20 40 25 25 25             16 16 16 13 12 4 11 17   38 37 36 13 12 9 24 25   
2848 Dobravlje 
Vinograd, 
vinska trta       26 26 26                   12 17   13 6 4 11 11 11 25 23 24 12 10 9 23 24 35 
2849 Dobravlje 
Vinograd, 
vinska trta       13 17 33 18 18 18 7 7 7       16 16 16 31 30 29 13 13 13 18 17   10 9   41 42   
  
 
                               Se nadaljuje 
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Nadaljevanje priloge D                                  






YKL172w ScAAT1* C4* SCAAT5 C6* YPL009c* C5* C3 C11* C9 SCYOR267c* 
2850 Dobravlje 
Vinograd, 
hrast                                     24 22 8 13 13 13 29 28 27 15 14   23 24   
2857 Dobravlje 
Vinograd, 
vinska trta 9 9 9 9 28 38 22 23 13 10 10 10 14 16 15 22 23   7 6 30 13 12   18 17   10 10 10 42 40 41 
2861 Dobravlje 
Vinograd, 




klet                                     8 13 14 13 13 13 25 24   11 11 11 23 24   
2757 Dutovlje 
Vinograd, 
grozdje       16 16 16 22 22 22             16 16 16 4 5 14 13 13 13 26 26 26 11 11 11 23 24   
2763 Dutovlje 
Vinograd, 
hrast                                     4 4 4       10 10 10 7 7 7 39 39 39 
2764 Dutovlje 
Vinograd, 
hrast                                     5 7   12 13   11 10   13 12   23 24   
2765 Dutovlje 
Vinograd, 
hrast                                     7 13 14 13 13 13 17 16 15 12 11   39 40   
2892 Manče 
Vinograd, 
vinska trta 9 9 9 9 39   23 23 23 10 10 10 17 16 18 24 23   5 7   13 13 13 11 11 11       24 23   
2944 Manče 
Vinograd, 
vinska trta                                     4 8 16 11 13   14 12   11 11 11 23 24   
2945 Manče 
Vinograd, 
vinska trta                                     5 4 7 13 13 13 18 14 13 11 11 11 23 24   
3025 Manče 
Vinograd, 
žuželke       21 26   18 25   6 6 6       16 17   4 5 13 11 11 11 24 24 24       27 28   
3053 Manče 
Vinograd, 
vinska trta 9 22   10 9         11 10   14 25 13 22 23                                 
3073 Manče 
Vinograd, 
vinska trta 9 9 9 10 10 10       11 9   14 15 13 23 23 23 4     5     14     3     52     
3084 Manče 
Vinograd, 
vinska trta 9 12 16 10 10 10 24 24 24 11 10   14 13 15 7 12 23                               
                                 Se nadaljuje 
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Nadaljevanje priloge D                                  






YKL172w ScAAT1* C4* SCAAT5 C6* YPL009c* C5* C3 C11* C9 SCYOR267c* 
3091 Manče 
Vinograd, 
hrast 9 12 16 12 12 12       13 9   13 14 15 7 12 23                               
3095 Manče 
Vinograd, 
hrast 9 12 16 12 8         13 9   14 15 16 12 18 23                               
3103 Manče 
Vinograd, 
hrast 9 9 9 10 40 48 24 24 24 11 11 11 14 15 16 7 16   7 25 26 13 12   21 20   12 12 12 38 39   
3105 Manče 
Vinograd, 
žuželke 9 16 17 8 10 38 22 22 22 9 11 10 14 15 13 23 24   5 13   13 5 11 24 25   4 10 12 24 23   
3116 Manče 
Vinograd, 
hrast 9 9 9 8 35 37 21 19   9 9 9 14 15   23 22   5 7 6 13 12   13 18 18 10 11   24 23 39 
3117 Manče 
Vinograd, 
hrast 9 9 9 8 8 8       9 9 9 14 15 16 23 22   5 7 6 13 12   14 18   11 11 11 24 23   
2777 Nanos 
Vinograd, 
hrast       20 35   20 20 20 7 7 7 12 12 12 16 17   5 4 14 11 13   11 10   13 9 7 23 24 40 
2789 Nanos 
Naravno 
okolje                                     13 12 4 10 11   29 28 27 12 11   40 41   
2767 Planina 
Vinograd, 
vinska trta                                     22 21 7 13 13 13 18 17   12 11   39 40   
2776 Planina 
Vinograd, 
hrast                                     5 7   13 13 13 11 10   13 13 13 23 24   
2943 Podraga 
Vinograd, 
žuželke       20 20 20 20 20 20 6 6 6       16 16 16 4 7   13 13 13       10 10 10 38 39   
2990 Podraga 
Vinograd, 
vinska trta       19 20 40 25 25 25 6 6 6       16 16 16 4 7   11 13   27 27 27 10 9   38 39   
3002 Podraga 
Vinograd, 
hrast                                     4 5 13 11 12 13 25 24 23 10 12   23 24   
3087 Podraga 
Vinograd, 
hrast 9 14   10 10 10 7 7 7 11 10   12 14 13 16 22 23 4 5 10 5 5 5 14 14 14       24 23   
* polimorfni mikrosateliti 
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Priloga E: ZIM številke sevov vrste Saccharomyces paradoxus s krajem, mestom izolacije in mikrosateliti s številom ponovitev. 






YKL172w ScAAT1* C4* SCAAT5 C6* YPL009c* C5* C3 C11* C9 SCYOR267c* 
2802 Brda 
Vinograd, 
hrast                   6 6 6       16 17   5 4 14 5 5 5 11 11 11 7 7 7 24 24 24 
2834 Brda 
Vinograd, 
hrast                                     5 4 13 5 5 5 11 11 11 7 7 7       
2858 Brda 
Vinograd, 
hrast 9 9 9 9 9 9 22 23   10 10 10 14 15   22 23   7 5 6 13 12   18 17   10 10 10 42 24 41 
3052 Brda 
Vinograd, 
mošt       28 28 28 13 13 13             15 16         11 12 13 37 22 19 14 12 17       
3086 Brda 
Vinograd, 
hrast 2 2 2             6 6 6             14 20 21 6 17   17 17 17 7 6   24 24 24 
3094 Brda 
Vinograd, 
hrast 9 12 16 8 8 8       9 9 9 14 15 9 7 12 18                               
3054 Dobravlje 
Vinograd, 
mošt 9 9 9 10 9 48 24 24 24 11 10   14 15 13 23 23 23                               
2874 Manče 
Vinograd, 
















trta 9 13 15 10 9   21 21 21 11 10   14 15 13 22 23   4 14 7 13 12   13 14   12 12 12 28 27   
3066 Manče 
Vinograd, 
hrast       5 5 5       6 6 6             8 16 4 7 8   12 12 12 9 9 9       
                                 Se nadaljuje 
Jerovšek I. Ohranitev genetskega potenciala kvasovk Primorskega vinorodnega okoliša in njihova genetska tipizacija. 
 Mag. delo. (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
Nadaljevanje priloge E                                  






YKL172w ScAAT1* C4* SCAAT5 C6* YPL009c* C5* C3 C11* C9 SCYOR267c* 
3068 Manče 
Vinograd, 
hrast 9 12 16 10 10 10       11 11 11 19 15 17 7 12 23                               
3069 Manče 
Vinograd, 
hrast 9 12 16 10 10 10       11 11 11 19 15 16 7 12 18                               
3070 Manče 
Vinograd, 
hrast 9 12 16 10 10 10       11 11 11 14 15 16 7 12 23                               
3072 Manče 
Vinograd, 












trta 9 9 9 10 40 48 24 24 24 11 10 9 14 13 15 7 16 23 4 5 14 13 12   13 13 13       24 23 38 
3088 Manče 
Vinograd, 
hrast 9 12   10 10 10       11 11 11 14 15 13 22 23                                 
3089 Manče 
Vinograd, 




trta 9 9 9 10 10 10       11 11 11 14 13 15 22 23                                 
3102 Manče 
Vinograd, 
hrast 18     8 9 12 53   37 10           22     5 7 8 13 12   14     13     24 23   
3108 Manče 
Vinograd, 
hrast       15 16 40 24 24 24             18 19   7 17 26 13 13 13 21 20 19 12 11   37 38 39 
3109 Manče 
Vinograd, 
hrast 9 12 16 10 9   21 21 21 11 10 9 14 16 15 7 12 23                               
                                 Se nadaljuje 
Jerovšek I. Ohranitev genetskega potenciala kvasovk Primorskega vinorodnega okoliša in njihova genetska tipizacija. 
 Mag. delo. (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
Nadaljevanje priloge E                                  






YKL172w ScAAT1* C4* SCAAT5 C6* YPL009c* C5* C3 C11* C9 SCYOR267c* 
3113 Manče 
Vinograd, 
hrast                   6 6 6             8 9 16 7 8   12 11   9 9 9 24 24 24 
3114 Manče 
Vinograd, 
hrast 9 9 9 9 8 37 21 21 21 10 9   14 15 16 23 22   5 14 7 13 5 12 14 13         24 38   
3115 Manče 
Vinograd, 
hrast 9 9 9 9 37   21 21 21 10 10 10 16 15   23 22   7 13 14 13 12   14 13   12 12 12 38 37   
2779 Nanos 
Naravno 
okolje                                     5 4   5 5 5 11 11 11 7 7 7       
2784 Nanos 
Vinograd, 
hrast 9 9 9 10 10 10       11 11 11 14 13 15 23 24   4 5 7 13 12   10 13   10 10 10 24 39 38 
2787 Nanos 
Naravno 
okolje                                     5 4 14 5 5 5 11 10   7 7 7 24 39   
2788 Nanos 
Naravno 
okolje                                     5 4 14 5 5 5 11 11 11 7 7 7 24 24 24 
2771 Planina 
Vinograd, 
hrast                   6 6 6       16 16 16 21 15 10 6 18                     
2866 Planina 
Vinograd, 
hrast 9 9 9 10 39   23 23 23 11 11 11 14 15 13 23 22   4 6 7 13 12   29 28   10 10 10 39 37 38 
3110 Planina 
Vinograd, 
hrast                               16 16 16 8 9 16 7 7 7 12 12 12 9 9 9 24 24 24 
2922 Podraga 
Vinograd, 




trta                                     5 4 13 5 5 5 11 11 11 7 7 7 24 24 24 
2932 Podraga 
Vinograd, 
grozdje                                     5 4 13 5 5 5 11 11 11 7 7 7 24 24 24 
2933 Podraga 
Vinograd, 
grozdje                                     5 4 13 5 5 5 11 10   7 7 7 24 24 24 
2935 Podraga 
Vinograd, 
grozdje                                     5 4 13 5 5 5 11 10   7 7 7       
* polimorfni mikrosateliti 
